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1 Einleitung
Das Jahr 2015 wurde von den Vereinten Nationen zum
”
internationalen Jahr des Lichts
und der lichtbasierten Technologien“ ausgerufen. Dadurch sollte auf die enorme Bedeutung
von Licht als Lebensvoraussetzung fu¨r Tiere, Pflanzen und Menschen, als auch fu¨r die
technischen Mo¨glichkeiten wie z.B. Laser aufmerksam gemacht werden. Lichtbasierte
Technologien beruhen dabei auf verschiedenen Wechselwirkungspha¨nomenen von Licht
mit Materie. Treffen elektromagnetische Felder (Licht) auf Materie, werden nach der
Maxwell-Theorie Elektronen zu einer harmonischen Schwingung angeregt [1]. Das dadurch
induzierte Dipolmoment oszilliert mit der Frequenz des eingestrahlten Feldes und strahlt
wiederum ein elektromagnetisches Feld in Form von Dipolstrahlung ab. Entspricht diese
Energie dem Wert der einfallenden Strahlung, so spricht man von elastischer Streuung
(siehe Kapitel 3.1). Dieser Prozess liefert Informationen u¨ber die geometrische Struktur und
Konzentration der Streuzentren, da die Intensita¨t der winkelabha¨ngigen Streustrahlung
unter anderem von der Art, Form und Gro¨ße der Streuzentren abha¨ngig ist. Moderne
Tru¨bungssensoren, wie sie z.B. in der Lebensmittelindustrie [2, 3], der Wasseranalyse [4–8]
sowie in der chemischen und pharmazeutischen Industrie (z.B. Prozessu¨berwachung [9–12])
zum Einsatz kommen, nutzen dieses Pha¨nomen der Lichtstreuung, um die Tru¨bung von
Flu¨ssigkeiten zu bestimmen. Im Rahmen dieser Dissertation konnte durch den gezielten
Einsatz von miniaturisierten optischen Elektronikkomponenten und GRIN-Linsen [13, 14]
als optische Hauptkomponenten ein sehr kompakter und preiswerter Tru¨bungssensor
entwickelt werden (Kapitel 4). Dabei weist der Tru¨bungssensor eine vergleichbar hohe
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit gegenu¨ber kommerziell erha¨ltlichen Gera¨ten auf
und ist aufgrund der Kompaktheit und vorhandenen Microcontroller-Schnittstelle fu¨r
Industrie-4.0-Anwendungen geeignet.
Eine weitere Wechselwirkung von Licht mit Materie ist die Absorption. Wird ein Teil der
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einfallenden Strahlung absorbiert und Rotationen oder Schwingungen der Materie ange-
regt, findet eine inelastische Streuung (z.B. die sog. Raman-Streuung) statt. Inelastische
Streuprozesse liefern Informationen u¨ber energetische Zusta¨nde der Streuzentren und
erlauben so Ru¨ckschlu¨sse auf Materialeigenschaften bzw. Zusammensetzung. Entspricht
die Energie der elektromagnetischen Welle bzw. des eintreffenden Photons exakt der
Differenz zweier Energieniveaus (∆E = hν), so wird das Photon absorbiert. Das dadurch
angeregte Atom/Moleku¨l relaxiert unter Emission eines Photons, dessen Energie kleiner
ist als die des eintreffenden Photons, in den Grundzustand. Dieser Prozess wird als
Fluoreszenz bezeichnet und wird in Kapitel 3.2 genauer beschrieben. Die Fluoreszenz
von Quantenemittern ist nach Fermis Goldener Regel (siehe Kapitel 3.2) von der elek-
tromagnetischen Umgebung des Emitters abha¨ngig und kann unter anderem mit Hilfe
eines Fabry-Pe´rot-Resonators gezielt vera¨ndert werden. Dieser sog. Purcell-Effekt sowie
die Grundlagen eines Resonators werden in Kapitel 3.3 behandelt. (Kapitel 5.3) zeigt in
einem Experiment an einem einzelnen Farbstoff-Moleku¨l (Atto488) den Zusammenhang
zwischen den modifizierten Fluoreszenz-Spektren und den Zerfallskurven im Resonator.
Dabei wurden die jeweiligen Anteile der strahlenden U¨berga¨nge des Farbstoffs mit Hilfe
des Resonators gezielt variiert und modifiziert. Diese Erkenntnisse und die Mo¨glichkeit,
optische Quantensysteme gezielt zu kontrollieren und zu vera¨ndern, sind Grundvorausset-
zung fu¨r die Entwicklung und das Design neuer nanoskaliger photonischer Gera¨te [15, 16].
In einem weiteren Experiment wurde der Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer als Funkti-
on des Spiegelabstandes im Resonator spektral und zeitaufgelo¨st untersucht (Kapitel
5.4). Grundlegendes Versta¨ndnis und Kontrolle u¨ber diesen Energietransfer ko¨nnten zu
verschiedensten zuku¨nftigen Anwendungen in photonischen Gera¨ten (beispielsweise in
Lasern [17] oder OLEDs [18]) fu¨hren.
Die Beobachtung der Fluoreszenz mittels konfokaler Lasermikroskopie la¨sst eine weitere
Wechselwirkung von elektromagnetischen Wellen beobachten. Eine (durch Laseranre-
gung) leuchtende Struktur (Farbstoffmoleku¨l, Quantenpunkt) im Nanometerbereich kann
aufgrund von Beugungseffekten an den Objektivblenden nicht als ebenso kleiner Punkt,
sondern nur als unscharfer Fleck (sogenanntes Beugungsscheibchen) detektiert werden.
Dieser Sachverhalt ist fu¨r die Auflo¨sungsgrenze der Mikroskopie entscheidend und wird in
Kapitel 3.4 ausfu¨hrlich dargestellt. Bisher konnte die Auflo¨sungsgrenze der Mikroskopie
nur bei Raumtemperatur mit den technisch ho¨chstmo¨glichen numerischen Aperturen (NA)
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von Immersionsobjektiven erreicht werden. Das Mikroskopieren bei tiefen Temperaturen
(bis zu 1,6 K) war bisher auf den Einsatz von Luftobjektiven und daher auf eine maximale
NA von 1 beschra¨nkt [19, 20]. Dabei hat die konfokale Mikroskopie bei tiefen Temperatu-
ren insbesondere bei biologischen Proben enorme Vorzu¨ge (weitere Vorteile von tiefen
Temperaturen siehe Kapitel 6.1). Biologische Proben (bspw. bestimmte Bereiche einer
Zelle) mu¨ssen fu¨r die Fluoreszenzmikroskopie gewo¨hnlich mit einem Farbstoff gelabelt
werden. Dieses Einfa¨rben fu¨hrt zu einer Vera¨nderung der Zelle, welche dann nicht mehr
in ihrem natu¨rlichen (nativen) Zustand abgebildet werden kann. Durch die Erho¨hung der
Autofluoreszenz (auch Prima¨rfluoreszenz genannt) einer Zelle bei tiefen Temperaturen
kann diese in einem nativen Zustand mikroskopiert werden, da das zusa¨tzliche Einfa¨rben
und Fixieren der Zelle entfa¨llt. Mit Hilfe eines patentierten Probentransfersystems, zahl-
reichen Modifizierungen an dem bereits bestehenden Mikroskop-Aufbau und einer neuen
innovativen Probenpra¨paration sowie der experimentellen Bestimmung eines tieftempera-
turtauglichen Immersionsmediums gelang es erstmalig, die Auflo¨sung gegenu¨ber einem
Luftobjektiv und ohne hochauflo¨sende (Nahfeld-)Techniken deutlich zu erho¨hen (siehe
Kapitel 6). Zu den Auflo¨sungsexperimenten bei tiefen Temperaturen wurden weitere
auflo¨sungsrelevante Experimente bei Raumtemperatur durchgefu¨hrt (siehe Kapitel 5.5).
Dabei wurden zweiteilige Silicapartikel, hergestellt von der Arbeitsgruppe um Prof. Mayer
der Universita¨t Tu¨bingen, mit Farbstoffen pra¨pariert und konfokal detektiert. Da die
Gro¨ße der Partikel im µm-Bereich und somit u¨ber der Auflo¨sunggrenze liegt, ließ sich
eindeutig nachweisen, dass ein Teil dieser Partikel hohl (Farbstoffe auch in dem Partikel),
der andere hingegen mit Glas gefu¨llt ist (Farbstoffe nur an der Oberfla¨che). Diese aniso-
trope Partikel ko¨nnten in Zukunft als Transporthilfe fu¨r Medikamente im menschlichen
Organismus dienen. Dabei sind das hohe Oberfla¨chenvolumen, große Poren und die nicht
vorhandene Toxizita¨t als Hauptvorteile zu nennen.
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In diesem Kapitel wird der grundlegende Aufbau dieser Dissertation kompakt zusammen-
gefasst. Das nachfolgende Grundlagenkapitel 3 stellt die in dieser Arbeit behandelten
Wechselwirkungspha¨nomene zwischen Licht und Materie dar. Das Kapitel 3.1 zeigt die
Streuung von Licht an Partikeln, gefolgt von Kapitel 3.2 in welchem die Absorption
und Fluoreszenz von Quantenemittern diskutiert wird. Die Wechselwirkung von Licht
bzw. eines Quantenemitters in einem Resonator wird in Kapitel 3.3 beschrieben, das
Pha¨nomen der Lichtbeugung bzw. die resultierende Auflo¨sung in der Mikroskopie stellt
Kapitel 3.4 dar.
Jedes der drei anschließenden Kapitel (4, 5, 6) beschreibt Experimente, welche sich den
eben dargestellten Wechselwirkungspha¨nomenen des Lichts mit Materie widmen. Dabei
beginnt jedes Kapitel mit einer Einleitung und Motivation der Experimente, gefolgt von
einem ausfu¨hrlichen und spezifischen Theorieteil. Neben der Probenpra¨paration werden
die Messergebnisse, eine ausfu¨hrliche Diskussion der Resultate sowie ein Ausblick, wie
sich dieses Themenfeld in Zukunft entwickeln ko¨nnte, dargestellt.
Das Kapitel 4 stellt die vollsta¨ndige Neuentwicklung eines Tru¨bungssensors mit GRIN-
Linsen als optische Hauptelemente dar. Nach einer allgemeinen Einfu¨hrung in das Sensor-
system gliedert sich ein Grundlagenteil zum Thema GRIN-Optiken (Kapitel 4.1) an. Die
weiteren Unterkapitel zeigen den experimentellen Aufbau (Kapitel 4.2), gefolgt von den
erzielten Ergebnissen mit diesem Sensorsystem (Kapitel 4.3). Das Kapitel 4.4 beinhaltet
die Diskussion der Ergebnisse mit abschließendem Ausblick (Kapitel 4.5).
Das darauf folgende Kapitel 5 beschreibt Experimente u¨ber die gezielte Modifizierung
der optischen Eigenschaften eines einzelnen Farbstoffes (Kapitel 5.3) und eines Fo¨rster-
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Resonanz-Energietransfer-Paares (Kapitel 5.4) mit Hilfe eines Fabry-Pe´rot-Resonators.
Dazu werden zu Beginn des Kapitel 5 die theoretischen Grundlagen wie die konfokale
Mikroskopie (Kapitel 5.1.1), die zeitkorrelierte Einzelphotonenza¨hlung (Kapitel 5.1.2)
und der Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer (Kapitel 5.1.3) behandelt. Darauf folgt eine
ausfu¨hrliche Darstellung des fu¨r diese Experimente verwendeten neu aufgebauten konfoka-
len Mikroskops (Kapitel 5.2). In einem weiteren Experiment mit diesem Aufbau wurden
teilweise hohle Silicapartikel untersucht und optisch charakterisiert (Kapitel 5.5). Wie
sich diese Themenfelder in Zukunft entwickeln ko¨nnten, zeigt abschließend Kapitel 5.6.
Das Kapitel 6 betrachtet Immersionsexperimente bei tiefen Temperaturen (160 K),
welche durch eine spezielle Probenpra¨paration und die gezielte Weiterentwicklung eines
bestehenden konfokalen Mikroskops ermo¨glicht wurden. Beginnend mit einer kurzen
Einfu¨hrung und Motivation der Mikroskopie bei tiefen Temperaturen (Kapitel 6) folgen die
theoretischen Grundlagen bzw. die Vorteile von Experimenten bei kryogenen Bedingungen
(Kapitel 6.1). Neben des experimentellen Aufbaus in Kapitel 6.2 wird darauffolgend
die spezielle Propenpra¨paration (Kapitel 6.3) beschrieben. Das Kapitel 6.4 zeigt die
Ergebnisse der Messungen auf, welche in Kapitel 6.5 diskutiert werden. Abschließend
zeigt ein Ausblick (Kapitel 6.6), wie sich dieses Thema zuku¨nftig entwickeln ko¨nnte.
Kapitel 7 fasst den wissenschaftlichen Beitrag dieser Disstertation kompakt zusammen.
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3 Grundlagen - Wechselwirkung Licht mit
Materie
3.1 Lichtstreuung an Partikeln
Im Jahre 1908 entwickelte der deutsche Physiker Gustav Mie eine Streutheorie durch Lo¨sen
der Maxwellschen Gleichungen innerhalb und außerhalb eines streuenden spha¨rischen
Partikels beliebiger Gro¨ße [21]. Das eingestrahlte Licht regt dabei eine Vielzahl von Hertz-
schen Dipolen im streuenden Partikel an, welche miteinander und mit dem einfallenden
Lichtstrahl interferieren. Dieses charakteristische und winkelabha¨ngige Streulicht kann
als Interferenz der am Partikel gestreuten Welle verstanden werden. Einen U¨berblick bzw.
genaue Herleitung kann folgenden Quellen entnommen werden [22–25].
Je nach Partikelform und -gro¨ße kann die Simulation der winkelabha¨ngigen Streuinten-
sita¨t durch verschiedene Approximationen vereinfacht werden (siehe Abbildung 3.1). Die
dabei am ha¨ufigsten verwendete Na¨herung ist die sogenannte Rayleigh-Theorie [26–30],
welche fu¨r Partikel, deren Durchmesser kleiner als 1/10 der eingestrahlten Wellenla¨nge ist,
angewendet werden kann [31]. Aufgrund der geringen Gro¨ße des Partikels regt das oszil-
lierende elektromagnetische Feld des eingestrahlten Lichts im Streuzentrum des Partikels
oder Moleku¨ls nur einen Hertzschen Dipol an. Daher erhalten wir als winkelabha¨ngiges
Streumuster denselben Verlauf wie die Abstrahlcharakteristik eines Hertzschen Dipols.
Aufgrund dieser Symmetrie um die Dipolachse ist die Wahrscheinlichkeit der Vorwa¨rts-
und Ru¨ckwa¨rtsstreuung gleich, was als isotrope Streuung bezeichnet wird (siehe Abbil-
dung 3.1 links). Diese Intensita¨t I der winkelabha¨ngigen (θ) Rayleigh-Streuung kann
unter Beru¨cksichtigung des Brechungsindex des Partikels np in einem Medium mit Bre-
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einfallender Lichtstrahl
Rayleigh-Streuung (d < λ/10) Rayleigh-Gans-Debye-Streuung (d = λ/4) Mie-Streuung (d = λ) 
Streupartikel
Abbildung 3.1: Links: (isotrope) winkelabha¨ngige Streulichtverteilung fu¨r die Rayleigh-
Na¨herung bei Partikelgro¨ßen kleiner λ/10. Mitte: Streulichtverteilung der Rayleigh-
Gans-Debye-Na¨herung gu¨ltig fu¨r Partikelgro¨ßen λ/10 < d < λ. Rechts: Streulicht-
verteilung bei Partikeln mit der Gro¨ßenordnung der eingestrahlten Wellenla¨nge
(d = λ).
chungsindex nm folgendermaßen dargestellt werden. Es gilt [6]:
I = I0
(
np
nm
− 1
)2 NV 2
λ4R2
(1 + cos2θ), (3.1)
wobei I0 die Intensita¨t des einfallenden Strahls mit Wellenla¨nge λ, N die Anzahl der
Partikel, V das Volumen und R den Abstand von Streuzentrum zum Detektor darstellt.
Mit dieser Gleichung (3.1) kann die Frequenzabha¨ngigkeit der Intensita¨t mit I ∝ λ−4
gezeigt werden. Demzufolge werden hochfrequente Wellen deutlich sta¨rker gestreut als
niederfrequente. Mit dieser Frequenzabha¨ngigkeit erkla¨rte Lord Rayleigh im 19. Jahr-
hundert die Farbe des Himmels [29]. Fu¨r etwas gro¨ßere Partikel als 1/10 λ schwingen
verschiedene Teile des Partikels mit verschiedenen Phasen, wodurch resultierende In-
terferenzen beru¨cksichtigt werden mu¨ssen. Destruktive Interferenzen in Richtung der
einfallenden Strahlung fu¨hren zu einer Zunahme der Vorwa¨rtsstreuung (siehe Abbildung
3.1 Mitte). Man spricht hier von der sogenannten Rayleigh-Gans-Debye-Na¨herung, bei
welcher als Voraussetzung gilt [24, 31–33]:
d
(np − nm)
nm
<
λ
4pi
(3.2)
Im Gro¨ßenbereich der Mie-Theorie (d ≈ λ) ko¨nnen Partikel aufgrund ihrer Gro¨ße nicht
mehr als einzelne Streuzentren angesehen werden, sondern entsprechen mehreren Streuzen-
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tren, deren Streulicht miteinander interferiert (siehe Abbildung 3.1 rechts). Im Falle der
Mie-Streuung erfolgt eine Anregung vieler koha¨renter Elementarwellen im Streupartikel.
Dabei ist die Mie-Strahlung kaum frequenzabha¨ngig, wodurch Wolken (Streuung von
Sonnenlicht an Wassertropfen) weiß erscheinen.
Die Streuintensita¨t ist abha¨ngig von dem Streuwinkel θ, der Partikelgro¨ße d und von
den beiden Brechungsindices np und nm. Fu¨r d  λ ist die Streutheorie identisch zur
Fernfeldna¨herung zur Beugung von Licht an einem Spalt, beschrieben durch die Theorie
von Fresnel-Kirchhoff. Daher bezeichnet man diesen Bereich als Fraunhofer-Beugung,
indem die Vorwa¨rtsstreuung deutlich u¨berwiegt. Es gilt fu¨r Partikel [33]:
d
(np − nm)
nm
> 5λ, (3.3)
Der physikalische Effekt der Lichtstreuung wird in Bezug auf Flu¨ssigkeiten als Tru¨bung
wahrgenommen. Die Tru¨bung beschreibt dabei die Reduktion der Transparenz einer
flu¨ssigen Probe durch die Streuung von Licht an ungelo¨sten Partikeln. Dabei ist fu¨r die
Intensita¨t der Streuung besonders die Konzentration, die Form und Gro¨ße der Parti-
kel sowie die Wellenla¨nge des eingestrahlten Lichts zu beachten [6]. Werden mehrere
Partikel detektiert, steigt die Streustrahlung in gewissen Bereichen linear an, wodurch
die detektierte Streuintensita¨t Ru¨ckschlu¨sse auf die Konzentration der Partikel zula¨sst.
Um die Tru¨bung messen zu ko¨nnen, haben sich drei verschiedene Verfahren etabliert
[6, 34, 35]. Alle Messsysteme bestehen dabei aus den selben Grundkomponenten. Als
Beleuchtung der Probe kommen Laser bzw. LED-Quellen zum Einsatz, verschiedene
Lichtdetektoren (in bestimmter Orientierung zur Beleuchtung) mit entsprechender Aus-
werteelektronik detektieren das gestreute Licht. Zwischen der Beleuchtung und Detektion
befindet sich die Messkammer bzw. Probenkammer. Ein mo¨glicher Aufbau um besonders
tru¨be Proben zu charakterisieren ist der Turbidimeter. Dabei wird die Transmission bzw.
die Vorwa¨rtstreuung (0◦) der Probe gemessen. Der Nephelometer hingegen detektiert
das Streulicht ausschließlich in 90◦ zur Anregung und weist daher eine hohe Sensitivita¨t
besonders fu¨r kleine Partikel bei geringer Tru¨bung auf. Die dritte Mo¨glichkeit ist eine
Kombination und Erweiterung aus beiden Methoden, die sogenannte Ratio-Methode.
Dabei werden bis zu fu¨nf Winkel (Ru¨ckwa¨rtsstreung z.B. 120◦, 90◦, Vorwa¨rtsstreuung 0◦
und 60◦) simultan detektiert und mittels Algorithmus ausgewertet. Dadurch kann sehr
genau in einem großen Tru¨bungsbereich gemessen werden.
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3.2 Absorption und Fluoreszenz
Damit ein Moleku¨l Licht in Form von Fluoreszenz emittieren kann, muss dieses zuvor
elektronisch angeregt werden, was meist durch Absorption eines Photons geschieht. Die
absorbierte Energie des Photons (EPhoton = hν) muss dabei der Energiedifferenz der
Zusta¨nde (Eb − Ea ≈ hν) entsprechen zwischen denen der U¨bergang stattfinden soll
[1, 36–40]. Zudem erfordert die Anregbarkeit eines U¨bergangs zwischen zwei Zusta¨nden
die Ausbildung eines Dipolmoments des Moleku¨ls, welches mit dem elektromagnetischen
Strahlungsfeld wechselwirken kann. Dieses Moment wird als U¨bergangsdipolmoment ~µab
bezeichnet und ist definiert als
~µab =
∫
Ψ∗aµˆΨbdτ = 〈a|µˆ|b〉, (3.4)
wobei, Ψb und Ψa die Wellenfunktionen der elektronischen Zusta¨nde a und b und µˆ den
Operator des Dipolmoments beschreibt [1, 37, 38, 40]. Dabei sind U¨berga¨nge zwischen zwei
Niveaus erlaubt, wenn das U¨bergangsdipolmoment ungleich null ist. So ist beispielsweise
ein U¨bergang eines Elektrons aus einem 1s- in ein 2s-Orbital verboten, da sich hierbei
kein Dipolmoment ausbilden kann. Die Wechselwirkung von Photonen mit einem Moleku¨l
bzw. die Wahrscheinlichkeit dafu¨r wurde im Jahre 1916 und 1917 von Einstein in einer
Theorie zum dynamischen Gleichgewicht eines Stoffes, welcher von elektromagnetischer
Strahlung umgeben ist, zusammengefasst [41, 42]. Er beschreibt dabei die Absorption
sowie die Emission eines Photons durch den Vorgang der spontanen und induzierten
Emission (siehe Abbildung 3.2) [1, 36–38, 40]. Die Wahrscheinlichkeit eines U¨bergangs
bzw. einer Absorption und Emission von Photonen kann u¨ber die Einsteinkoeffizienten
(Bab, Bba, Aba) ausgedru¨ckt werden [1, 37, 38, 40]:
dWab
dt
= Bab · ρ(ν), (3.5)
wobei dWabdt die Wahrscheinlichkeit, dass ein Moleku¨l (im Mittel im Zeitintervall dt) ein
Photon absorbiert, Bab den Einsteinkoeffizient der Absorption und ρ(ν) die Strahlungs-
dichte abha¨ngig von der Frequenz ν angibt. Die Proportionalita¨tskonstante Bab ist ein
Parameter, welcher die Wahrscheinlichkeit eines U¨bergangs beschreibt. Bei großen Werten
der Konstante Bab induziert die einfallende Strahlung sehr viele U¨berga¨nge; die Probe
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Nb
Na
hνab
Bab Bba Aba
hνba
hνba
hνba
Energie E
Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Energieu¨berga¨nge der Niveaus Na und
Nb mit induzierter Absorption (links), stimulierter Emission (mitte) und spontaner
Emission (rechts). Bab beschreibt den Einsteinkoeffizienten fu¨r die Absorption, Bba
fu¨r die induzierte Emission und Aba fu¨r die spontane Emission. Die Darstellung der
Kerne samt Elektronenwolke stellt die Unordnung und Vergro¨ßerung der Kern-Kern-
Absta¨nde sowie Elektronenwolke im angeregten Zustand dar.
ist stark absorbierend. Zudem ist die Wahrscheinlichkeit der Absorption proportional zur
Strahlungsdichte im Frequenzbereich des U¨bergangs. Diese absorbierte Strahlung kann
dann in Form von spontaner oder induzierter Emission wieder abgegeben werden. Analog
zur Wahrscheinlichkeit der Absorption beschreibt die Multiplikation des Einsteinkoeffizi-
enten Bba mit der Strahlungsdichte ρ(ν) die Wahrscheinlichkeit (
dWba
dt ), dass ein Moleku¨l
ein Photon (im Mittel im Zeitintervall dt) induziert emittiert. Es gilt [1, 36–38, 40]:
dWba
dt
= Bba · ρ(ν). (3.6)
Die Wahrscheinlichkeit einer spontanen Emission wird durch den Einsteinkoeffizient Aba
dargestellt und ist unabha¨ngig von der Strahlungsdichte:
dWba
dt
= Aba (3.7)
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Quantenmechanisch ist der Einsteinkoeffizient Bab definiert als [43]:
Bab =
2pi
3~2
|〈Ψa|µˆ|Ψb〉|2, (3.8)
wobei ~ = h2pi dem reduzierten Planckschen Wirkungsquantum entspricht. Abschließend
la¨sst sich festellen: Je ho¨her der Wert des U¨bergangsdipolmoments, desto sta¨rker ist
die Wechselwirkung mit der Strahlung. Dabei beschreiben beide Einsteinkoeffizienten
die Wahrscheinlichkeit eines U¨bergangs, welche proportional zum Betragsquadrat des
U¨bergangsdipolmoments ist. Durch die Absorption eines Photons kann ein Moleku¨l
sowohl elektronisch als auch vibronisch angeregt werden. Aufgrund des Massenunterschieds
zwischen den Elektronen und Kernen der Moleku¨le la¨sst sich gema¨ß der Born-Oppenheimer-
Na¨herung die Wellenfunktion in ein Produkt aus elektronischer Wellenfunktion Ψel und
Kernwellenfunktion ΨN aufspalten. Es gilt [40]:
Ψ = Ψel ·ΨN = φ(r,R) · λ(R), (3.9)
wobei φ die elektronischen Zusta¨nde in Abha¨ngigkeit der Kernorte R und Positionen der
Elektronen r sowie λ die Wellenfunktion des molekularen Kerngeru¨stes beschreibt. Absor-
biert ein Moleku¨l ein Photon, ist die Bewegung der Kerne aufgrund der deutlich gro¨ßeren
Masse und der daraus resultierenden Tra¨gheit gegenu¨ber der Elektronen vernachla¨ssigbar.
Daher ist das U¨bergangsdipolmoment in erster Na¨herung von der Kernbewegung un-
abha¨ngig. Veranschaulicht wird dieser Sachverhalt in Abbildung 3.3, dem sogenannten
Franck-Condon-Prinzip [1, 37–40]. Dargestellt werden hier der Grundzustand S0 und
der angeregte Zustand S1, welcher aufgrund der schwa¨cheren Kernbindung durch die
Anregung zu einem ho¨heren Kernabstand verschoben ist. Nach der Born-Oppenheimer-
Na¨herung a¨ndert sich die Kernanordnung wa¨hrend eines U¨bergangs nicht und wird daher
im Franck-Condon-Diagramm als senkrechte Linie dargestellt [37, 38, 40]. Der Franck-
Condon-Faktor qνb,νa beschreibt die U¨bergangswahrscheinlichkeit zwischen dem Grund-
und angeregten Zustand [40]:
qνb,νa = |
∫
Ψvib(νb)Ψvib(νa)dR|2, (3.10)
wobei νa und νb die Schwingungsniveaus der elektronischen Zusta¨nde und Ψvib die Wel-
lenfunktion der Schwingungen darstellt. Die maximale U¨bergangswahrscheinlichkeit liegt
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Abbildung 3.3: Franck-Condon-Prinzip anhand eines zweiatomigen Moleku¨ls mit Ener-
gie E und Kernabstand r. Es sind die Potentialkurven des Grundzustandes S0 und
des ersten angeregten Zustand S1 mit den Aufenthaltswahrscheinlichkeiten eines
Kerns (Wellenfunktionen im Quadrat (Φ2)) dargestellt. Die blauen Pfeile zeigen die
Absorption, die roten die Fluoreszenz, wobei der jeweils mittlere Pfeil die ho¨chste
Wahrscheinlichkeit liefert. Die welligen Pfeile zeigen strahlungslose Prozesse. Das
Spektrum (unten) beschreibt die spiegelbildliche Anordnung von Emissions- und
Absorptionsspektrum.
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vor, wenn bei einem senkrechten U¨bergang beide beteiligten Wellenfunktionen jeweils
ein Maximum aufweisen. Durch die gro¨ßere Bindungsla¨nge des Moleku¨ls im angeregten
Zustand ist die U¨berlappung mit dem vibronischen Grundzustand des angeregten Zu-
standes eher gering. Beim Gleichgewichtsabstand des Moleku¨ls im Grundzustand ist die
Wahrscheinlichkeitsdichte Ψ2 im vibronischen Grundzustand am ho¨chsten, weswegen die
Anregung aus dem elektronischen Grundzustand mit gro¨ßter Wahrscheinlichkeit aus die-
sem vibronischen Grundzustand erfolgt (ohne Beru¨cksichtigung des Boltzmann-Faktors).
Quantenmechanisch und nach erster sto¨rungstheoretischer Na¨herung [44] kann die Fluo-
reszenz als spontane Emission von Photonen dargestellt werden. Die U¨bergangsrate fu¨r
ein Zwei-Niveau-System ist dann nach Fermis Goldener Regel [45]:
ΓspE =
2pi
~2
|〈µ · E〉|2ρ(ω) (3.11)
wobei ΓspE die spontane Emissionsrate, µ·E die Sto¨rung zwischen Grund- und angeregtem
Zustand durch die Wechselwirkung des Dipoloperators µ mit dem elektrischen Feld E ,
ρ(ω) die ra¨umliche und energetische optische Modendichte und ω die Kreisfrequenz des
Lichts der Mode darstellt. Fu¨r die Eigenschaften der Fluoreszenz, wie beispielsweise deren
Lebensdauer, ist die elektromagnetische Umgebung (ρ(ω)) entscheidend. Diese la¨sst sich
z.B. durch einen Fabry-Pe´rot-Resonator gezielt modulieren. Vereinfacht werden Prozesse
rund um die Absorption und Emission von Licht anhand eines Jablonski-Termschemas
beschrieben (Abbildung 3.4) [36, 39, 46]. Wird ein Moleku¨l z.B. mit einem Laser angeregt
bzw. absorbiert ein Moleku¨l ein Photon, befindet sich dieses im angeregten Zustand des
elektronischen Niveaus S1 oder S2. Danach relaxieren Moleku¨le in kondensierter Phase
(Flu¨ssigkeiten und Feststoffe) durch den Verlust der Rotations- und Schwingungsenergie
innerhalb 10−12 s in den untersten vibronischen Zustand des S1-Niveaus. Dieser Prozess
ist in Abbildung 3.4 jeweils als Welle gezeichnet und wird als vibronische Relaxation
bezeichnet. Aufgrund der deutlich langsameren Photoemission (10−8 s) findet die Fluores-
zenz nach Kasha’s Regel u¨berwiegend aus dem vibronischen Grundzustand des angeregten
S1-Niveaus statt und ist somit unabha¨ngig von der Energie bzw. Wellenla¨nge der Anregung
[47]. Durch die vorangegangene vibronische Relaxation ist die Energie des emittierten
Photons geringer als die Energie des absorbierten Photons, d.h. die Wellenla¨nge des
absorbierten Photons ist ku¨rzer als die der Emission. Diesen Effekt entdeckte Sir G. G.
Stokes im Jahre 1852, weshalb man hier von der sogenannten Stokes-Shift spricht [48].
Dadurch lassen sich in modernen Fluoreszenzexperimenten die anregenden Lichtstrahlen
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Abbildung 3.4: Jablonski-Termschema mit mo¨glichen U¨berga¨ngen eines organischen
Farbstoffmoleku¨ls. SO beschreibt den elektronischen sowie vibronischen Grundzu-
stand und S1, S2, T1 und T2 die angeregten (Singulett und Triplett) Zusta¨nde. Die
Linien zwischen den elektronischen Zusta¨nden beschreiben vibronische Zwischenni-
veaus. Nach Anregung des Moleku¨ls folgt nach rascher Relaxation in den tiefsten
vibronischen Zustand des ersten elektronisch angeregten Zustands S1 die Emission
eines Fluoreszenzphotons. Nach Interkombination (inter system crossing) unter Spi-
numkehr in ein vibronisches Niveau des Triplettzustandes T1 erfolgt Phosphoreszenz
zu dem elektronischen Grundzustand S0
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sehr leicht mittels Langpassfilter von der Fluoreszenz optisch separieren. Eine weitere
Mo¨glichkeit, die absorbierte Energie wieder zu emittieren, stellt die Phosphoreszenz dar.
Hierfu¨r wird das Elektron im Zustand S1 per Interkombination in einen vibronisch ange-
regten Triplett-Zustand per Spinumkehr gefu¨hrt. Dieser Vorgang ist aufgrund der beiden
Zusta¨nde mit unterschiedlicher Multiplizita¨t verboten und daher sehr unwahrscheinlich.
Die Kombination aus einer Wechselwirkung zwischen dem magnetischen Moment des
Spins und der Spin-Bahnkopplung (jj-Kopplung) des zugeho¨rigen Orbitals, welche bei
Atomen mit hohen Ordnungszahlen eine Rolle spielen, ermo¨glichen diesen U¨bergang.
Der strahlende U¨bergang von T1 nach S0 wird Phosphoreszenz genannt und ist ebenfalls
aufgrund der Spinumkehr verboten bzw. sehr unwahrscheinlich. Dieser Sachverhalt ist
fu¨r das Nachleuchten (bis zu Stunden) verantwortlich. Die Phosphoreszenz bzw. das
Verweilen des angeregten Elektrons im Triplett-Zustand fu¨hrt zum Blinken bei Einzelmo-
leku¨lexperimenten. Aufgrund der durchgefu¨hrten Fluoreszenzexperimente wollen wir uns
auf die Fluoreszenz im weiteren Verlauf beschra¨nken. Wichtige Parameter in Bezug auf die
Fluoreszenz von z.B. Farbstoffen sind die Fluoreszenz-Lebensdauer und -Quantenausbeute.
Mathematisch kann die Fluoreszenz-Quantenausbeute Q folgendermaßen ausgedru¨ckt
werden [39]:
Q =
kstr
kstr + knstr
, (3.12)
wobei kstr die strahlende Rate und knstr die nicht-strahlende Rate beschreibt. Dabei
erzielen Farbstoffe wie beispielsweise Rhodamin 6G eine Quantenausbeute von nahezu 1
(0,95) [49]. Konkurrenzprozesse zu den strahlenden U¨bergangen sind Energietransfers zu
einem anderen Moleku¨l (z.B. FRET, siehe Kapitel 5.2) oder die Abgabe der Energie in
Form von Wa¨rme an die Umgebung. Die Lebensdauer eines Moleku¨ls bzw. des angeregten
Zustandes ist als die mittlere Zeit definiert, in der das angeregte Elektron in diesem
Zustand verweilt bis es zum Grundzustand relaxiert. Formal ist die Lebensdauer definiert
als reziproker Wert aus der Summe der mo¨glichen Zerfallsraten [39]:
τ =
1
kstr + knstr
. (3.13)
Dabei gibt die mittlere Lebensdauer τ das Zeitintervall an, in welchem noch ca. 37%
(1e ) im angeregten Zustand vorzufinden und bereits ca. 63 % in den Grundzustand
relaxiert sind [39]. Eine fu¨r Moleku¨le typische Gro¨ßenordung der Lebensdauer τ sind dabei
mehrere Nanosekunden. Die Fluoreszenzquantenausbeute eines Farbstoffs kann durch
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unterschiedliche Fluoreszenzlo¨schungsprozesse (englisch quenching) abgeschwa¨cht werden.
Dabei wird entweder der angeregte Zustand strahlungslos in den Grundzustand u¨berfu¨hrt
oder die Anregung in den angeregten Zustand verhindert. Bei einem Zusammenstoß eines
angeregten Moleku¨ls mit z.B. Lo¨sungsmittelmoleku¨len oder O2 kann die Energie auf
das Quenchermoleku¨l u¨bertragen werden. Die Energie wird in diesem Fall durch Sto¨ße
u¨bertragen und fu¨hrt zu einer verminderten Fluoreszenzausbeute. So kann mit einer
schu¨tzenden PVA-Schicht die Reaktion des Luftsauerstoffs mit der Probe reduziert und
die Quantenausbeute erho¨ht werden.
3.3 Mikro-Resonator
In Kapitel 3.2 konnte mittels Fermis Goldener Regel (Gleichung 3.11) gezeigt werden, dass
die Eigenschaften von Quantenemittern (z.B. Fluoreszenz) von der elektromagnetischen
Umgebung (ρ(ω)), der sogenannten lokalen optischen Modendichte (englisch: local density
of optical states, LDOS), abha¨ngig sind. Diese lokale optische Modendichte kann mit Hilfe
von (Micro-)Resonatoren gezielt vera¨ndert werden [15, 50, 51]. Im Jahre 1899 entwickelten
SpiegelSpiegel
Abstand L
3. Mode
2. Mode
1. Mode
Brechungsindex n
Abbildung 3.5: Geometrie eines Fabry-Pe´rot-Resonators mit zwei plan-parallelen Spie-
geln im Abstand L mit Medium n. Dargestellt sind zudem die ersten drei longitudi-
nalen Moden des Resonators.
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Charles Fabry und Alfred Pe´rot das sogenannte Fabry-Pe´rot-Interferometer, welches die
einfachste Form eines Resonators darstellt (siehe Abbildung 3.5) [52]. Dieser besteht aus
zwei plan-parallelen und reflektierenden Oberfla¨chen (Spiegeln) im Abstand L. Zwischen
den Spiegeln befindet sich ein Medium mit Brechungsindex n. Das in einen Resonator
eingekoppelte Licht wird zwischen zwei plan-parallelen Spiegeln hin- und herreflektiert.
Ein stabiles Lichtfeld kann sich dabei im Resonator nur dann ausbilden, wenn die re-
flektierenden Wellen bei jedem Umlauf phasenrichtig, d.h. konstruktiv interferieren und
dabei stehende Wellen ausbilden. Die entstehende ra¨umliche Verteilung der elektrischen
Feldsta¨rke wird Schwingungsformen oder Moden des Resonators genannt (siehe Abbildung
3.5). Um diese Moden ausbilden zu ko¨nnen, muss folgende Resonanzbedingung erfu¨llt
sein (ohne Beru¨cksichtigung von Phasenspru¨ngen bei Reflektion)1 [55]:
nL = m
λm
2
, (3.14)
wobei m eine natu¨rliche Zahl und λ die Wellenla¨nge des eingestrahlten Lichts darstellt.
Dabei kann jeder longitudinalen Mode eine Frequenz zugeordnet werden und Gleichung
3.14 umgestellt werden zu [55]:
fm = m
c
2nL
, (3.15)
wobei c die Lichtgeschwindigkeit und fm die Frequenz darstellt. Zudem weist jede Mode
eine Frequenzbreite ∆fm auf. Der Quotient aus der Frequenz und der Frequenzbreite
∆fm entspricht dem sogenannten Gu¨tefaktor (Q-Faktor), es gilt:
Q =
fm
∆fm
. (3.16)
Dieser Gu¨tefaktor Q beschreibt die Da¨mpfung bzw. den Energieverlust eines Resonators,
wobei ein hoher Q-Faktor einer geringen Da¨mpfung entspricht.
Befindet sich innerhalb eines Resonators ein Quantenemitter, kann dieser mit dem EM-Feld
im Resonator wechselwirken. Dazu muss die Frequenz des Quantenemitters (hauptsa¨chlich
abha¨ngig von dessen Struktur) einer oder mehreren Resonatormoden (abha¨ngig vom
Spiegelabstand und Brechungsindex innerhalb des Resonators, vgl. Gleichung 3.14 und
3.15) entsprechen. Die resultierende Sta¨rke der Kopplung zwischen Moleku¨l und Resonator
ist dabei von der Photonenzerfallsrate κ des Resonators, der nicht resonanten Zerfallsrate
1Eine genaue Betrachtung der Resonanzbedingung mit Phasenspru¨ngen an den reflektierenden Schichten
kann den Quellen [53, 54] entnommen werden.
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γ des Quantenemitters und dem Moleku¨l-Photon-Parameter (Kopplungsparameter) g0
abha¨ngig (siehe Abbildung 3.6) [50].
Die Photonenzerfallsrate κ des Resonators beschreibt den Verlust (z.B. durch Absorp-
tionsprozesse) bzw. den Austritt von Photonen aus dem Resonator. Dieser Parameter
kann u¨ber den Q-Faktor des Resonators quantifiziert werden. Es gilt [50]:
κ ≡ ∆fm = 1
τresonator
(3.17)
und
κ =
fm
Q
, (3.18)
wobei τresonator der Photonen-Lebensdauer im Resonator entspricht. Dies bedeutet, dass
die Breite der resonanten Moden eines Resonators von der Photonenzerfallsrate des
Resonators abha¨ngig ist, a¨hnlich wie die Breite der Emission eines Quantenemitters von
dessen Rate. Der zweite Parameter ist die nicht resonante Zerfallsrate γ des Quantene-
mitters, beispielsweise das Emittieren eines Photons mit anderer Frequenz. Der dritte
Parameter ist der sogenannte Moleku¨l-Photon-Koppelparameter g0, welcher die Sta¨rke
der Wechselwirkung zwischen Quantenemitter und Resonator angibt. Dieser ist abha¨ngig
vom Dipolmoment µ12, der Frequenz der Resonatormode fm und dem modalen Volumen
V sowie  der Permittivita¨t des Vakuums. Es gilt [50]:
g0 =
√(
µ212fm
2~2V
)
. (3.19)
Ist bei einer Kopplung zwischen Quantenemitter und Resonatormode der Kopplungspara-
meter g0 >> (κ, γ), sprechen wir von starker Kopplung zwischen Moleku¨l und Resonator.
Dabei ist die Moleku¨l-Photon-Wechselwirkung (Quantenemitter und Resonator) schneller
als der irreversible Prozess des Verlustes eines Photons aus einer Resonator-Mode. Da-
durch wird die Emission eines Photons zu einem reversiblen Prozess, indem das Photon
von dem Atom mehrmals reabsorbiert wird. Dieser Prozess der starken Kopplung setzt
das Einsetzen von Resonatoren mit hohem Q-Faktor voraus (siehe Gleichung 3.18). Fu¨r
den Fall das g0 << (κ, γ) ist, sprechen wir von schwacher Kopplung. Realisierbar ist diese
schwache Kopplung mit Fabry-Pe´rot-Resonatoren mit Q-Faktoren in einem Bereich von
50 [53, 56, 57]. Hierbei ist die Emission eines Photons durch den Emitter ein irrevesibler
Prozess, a¨hnlich der spontanen Emission im freien Raum, allerdings mit vera¨nderter
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κ
γ
g0
Spiegel
Molekül
V0
Spiegel
Abbildung 3.6: Modell eines Zwei-Niveau-Moleku¨ls in einem Resonator mit dem Mo-
denvolumen V0 nach [50]. Dabei beschreiben die Parameter κ die Photonenzerfallsrate
des Resonators, γ die nicht resonante Zerfallsrate des Atoms, g0 die Atom-Photon-
Kopplung und somit die Sta¨rke der Quantenemitter-Resonator-Kopplung.
Emissionsrate. Diesen nach ihm benannten (Purcell-)Effekt entdeckte Edward Mills
Purcell im Jahre 1946 [15, 58]. Quantifiziert werden kann dieser Effekt durch Fermis
Goldene Regel, nach der die U¨bergangsrate der spontanen Emission Γ von der optischen
Zustandsdichte ρ(Ef ) des elektromagnetischen Feldes abha¨ngig ist (vgl. Gleichung 3.11).
Diese optische Zustandsdichte ρ(ω) = ω
2V0
pi2c3
vera¨ndert sich durch den Resonator zu [50]:
ρ(ω) =
2Q
piω
. (3.20)
Daher folgt fu¨r den Purcell-Faktor FP [50]:
FP =
Γresonator
ΓspE
=
3Q(λn)
3
4pi2V0
. (3.21)
Dabei beschreibt ein Purcell-Faktor > 1 eine Erho¨hung der spontanen Emission gegenu¨ber
dem freien Raum (Resonanz zwischen Quantenemitter und Resonator) durch die Erho¨hung
der optischen Zustandsdichte im Resonator [15, 51, 58]. Durch diesen Effekt ist eine
maximale Erho¨hung der Emission um den Faktor 3 mo¨glich [59]. Bei einem Purcell-
Faktor < 1 wird die Emission unterdru¨ckt (keine Resonanz zwischen Quantenemitter und
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Resonator), da keine oder weniger resonante Moden vorliegen, in die der Quantenemitter
emittieren kann [60]. Zusa¨tzlich ko¨nnen Emissionspektren von Quantenemittern durch
die Versta¨rkung oder Unterdru¨ckung von vibronischen U¨berga¨ngen gezielt vera¨ndert
werden [61, 62]. Durch Variation des Spiegelabstandes la¨sst sich das Emissionspektrum
auch reversibel variieren [63].
3.4 Auflo¨sung und Beugung
Verwendet man zur Beschreibung der Auflo¨sung eines Mikroskops die Na¨herung der
geometrischen Optik, ko¨nnte ein minimal kleiner Objektpunkt einen ebenso kleinen Bild-
punkt erzeugen. Dadurch wa¨re die Auflo¨sung maximal und jeder noch so geringe Abstand
zwischen zwei Strukturen ko¨nnte aufgelo¨st werden. Beru¨cksichtigt man allerdings die
realen wellenoptischen Eigenschaften wie Interferenz und Beugung von Elementarwellen,
entstehen nach einer Blende bzw. Apertur (im Objektiv) in der Beobachtungsebene
sogenannte Beugungsscheibchen (Airy-Scheibchen, siehe Abbildung 3.7) [1, 55, 64]. Daher
Lochblende mit Radius R
Linse Linse
Punktlichtquelle
Beobachtungsebene
 α
Abbildung 3.7: Entstehung der Beugung. Eine selbstleuchtende Punktlichtquelle wird
durch ein Linsensystem (mit Lochblende) abgebildet. Man erha¨lt in der Beobach-
tungsebene die typische Intensita¨tsverteilung.
wird ein minimal kleiner Objektpunkt auch bei idealer Abbildung nicht als ebenso kleiner
Bildpunkt sondern mittels Airy-Verteilung mit endlichem Durchmesser dargestellt. Somit
ko¨nnen Strukturen mit kleinerem Durchmesser als das Beugungsscheibchen nicht mehr
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aufgelo¨st werden. Man spricht daher von beugungsbegrenzter Auflo¨sung. Ursache fu¨r
das Pha¨nomen der Beugung ist nach dem Fresnel-Huygens-Prinzip, dass jeder Punkt
einer prima¨ren Wellenfront Ausgangspunkt von Sekunda¨rwellen ist, welche sich in der
Blendeno¨ffnung mit den Elementarwellen zur Beugungsverteilung I(θ) u¨berlagern (siehe
Abbildung 3.7) [1, 64]. Die Beugungsverteilung I(θ) ist dabei von dem Verha¨ltnis des
Aperturdurchmessers R zu der eingestrahlten Wellenla¨nge λ abha¨ngig. Es gilt [64]:
I(θ) = I0
[
2J1(x)
x
]2
, (3.22)
mit
x =
2piR
λ
· sin θ, (3.23)
wobei J1(x) die Besselfunktion 1. Art darstellt, I0 die urspru¨ngliche Intensita¨t des Senders
und θ den Beobachtungswinkel beschreibt. Unter Beru¨cksichtigung der Beugung versteht
man unter der Auflo¨sung eines Mikroskops den minimalen Abstand zweier Strukturen
(besser: Punktlichtquellen), damit sie noch als zwei getrennte lichtemittierende Quellen
wahrgenommen werden ko¨nnen.
Der englische Physiker Rayleigh entwickelte Ende des 19. Jahrhunderts das sogenannte
Rayleigh-Kriterium. Dabei gelten zwei dicht nebeneinander liegende Punktlichtquellen
gleicher Wellenla¨nge, wie beispielsweise ein fluoreszierender Farbstoff, gerade als aufgelo¨st,
wenn das Maximum der Intensita¨t des ersten Beugunsscheibchens im Intensita¨tsminimum
der zweiten Struktur bzw. dessen Beugungsscheibchen liegt. Dabei folgt als Auflo¨sung
nach Rayleigh [1, 28, 29]:
d =
0, 61λ
NA
, (3.24)
wobei d den Mindestabstand, dass zwei Punkte noch als getrennt aufgelo¨st werden ko¨nnen,
und NA die numerische Apertur des Objektivs darstellt. Sparrow hingegen postulierte,
dass zwei Punkte auch noch auflo¨sbar sind, wenn die Intensita¨t zwischen ihnen genau
der Helligkeit der Punkte entspricht. Es folgt die Gleichung [1, 65]:
d =
0, 47λ
NA
. (3.25)
Ein Vergleich der beiden Auflo¨sungskriterien ist in Abbildung 3.9 dargestellt [66]: So ist
die NA des Objektivs neben der Wellenla¨nge ein wesentlicher Bestandteil fu¨r die erzielbare
Auflo¨sung eines Mikroskops. Durch die NA wird die minimale Gro¨ße des fokussierten
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Bildebene
a)cRayleigh-Kriterium
Objekt-
ebene
resultierende
Helligkeitsverteilung
Linse
b)cSparrow-Kriterium c)cnichtcauflösbar
Abbildung 3.8: Vergleich der resultierenden Intensivita¨tsverteilungen zweier selbstleuch-
tender Objekte in unterschiedlichen Absta¨nden zueinander. a) Rayleigh-Kriterium
b) Sparrow-Kriterium und c) nicht mehr auflo¨sbar.
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Lichtstrahls und somit die Auflo¨sung bestimmt. Sie wird definiert als:
NA = n · sinα, (3.26)
wobei n den Brechungsindex zwischen Objektiv und Fokus bzw. Probe und α den halben
O¨ffnungswinkel des Objektivs beschreibt. Abbildung 3.9 zeigt schematisch den Unterschied
zwischen Immersionsobjektiven und Luftobjektiven. In Luft, also einem Brechungsindex
Luft
DeckglasProbe
Ölimmersion
Lichtstrahlen
NA > 1 NA < 1
Objektiv
Abbildung 3.9: Vergleich des Strahlenverlaufs eine Immersionsobjektivs (links) und
eines Luftobjektivs (rechts). Durch die Anpassung des Brechungsindexes mit Hilfe des
Immersionso¨ls an die Optik des Objektivs und des oberen Deckglases verschwindet
die Reflexion und Brechung der Lichtstrahlen nahezu vollsta¨ndig. Dadurch kann
mehr Licht eingesammelt werden. Die Sammeleffizienz und somit Auflo¨sung steigt.
von ca. 1, ist die numerische Apertur auf den maximalen Wert von 1 limitiert. Mit
O¨limmersionsobjektiven und der Verwendung von O¨limmersion steigt der Wert auf ca.
1,46. Dabei wird die Sammeleffizienz des Objektivs gesteigert und sowohl die Brechung
als auch die Reflektion der Strahlen deutlich reduziert. So ko¨nnen Auflo¨sungen im Bereich
von wenigen Hundert Nanometern erreicht werden. Neben der Elektronenmikroskopie
konnten in den letzten Jahrzenten einige sog. Super-Resolution-Techniken die (optische)
Auflo¨sungsgrenze deutlich u¨berwinden [67, 68].
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In diesem Kapitel wird die Entwicklung eines kostengu¨nstigen Tru¨bungssensors nach
DIN EN ISO 7027 fu¨r die Messung der Lichtstreuung bzw. Tru¨bung von Flu¨ssigkeiten,
basierend auf der Publikation [69], beschrieben. Dabei sollte die Genauigkeit und Reprodu-
zierbarkeit der kommerziell erha¨ltlichen, portablen und teuren Sensorsysteme mit einem
kostengu¨nstigen Prototyp realisiert werden. Der Fokus dieses Laborprototyps lag auf
einem einfachen und robusten Ansatz fu¨r die Analyse von (sehr) geringen Tru¨bungswerten
wie z.B. klarem Wasser. Daher wurde das Konzept des Nephelometers umgesetzt (vgl.
Kapitel 3.1), welches u¨berwiegend in der Wasseranalyse [5–8], der Prozessu¨berwachung
[11, 12] und in der Medikamentenentwicklung [9, 10] eingesetzt wird. Zudem findet der
Nephelometer in der Getra¨nkeindustrie fu¨r Tru¨bungsmessungen z.B. bei der Herstellung
von Sa¨ften Verwendung [3, 70].
Die Norm DIN EN ISO 7027 und die Richtlinie EPA Methode 180.1 (der United States
Environmental Protection Agency, kurz USEPA), Vorgaben zur Bestimmung der Wasserbe-
schaffenheit, schreiben (fu¨r geringe Tru¨bungswerte) ebenfalls die Messung des Streulichts
in 90◦ vor.
Bei dieser vollsta¨ndigen Neukonzeptionierung eines solchen Sensors mit der Fokussie-
rung auf besonders gu¨nstige Komponenten musste jedes Bauteil gezielt ausgewa¨hlt und
auf Anwendbarkeit u¨bergepru¨ft werden. Ein Großteil der nachfolgenden Ergebnisse und
Pru¨fungen von Komponenten wurden in Zusammenarbeit mit Daniela Riedel (im Rahmen
ihrer Zulassungsarbeit) und mit Anne Fleischmann (im Rahmen ihrer Bachelorarbeit)
durchgefu¨hrt [71, 72].
Eine wesentliche Komponente des Prototyps ist die Beleuchtung der Probe. Aufgrund
der europa¨ischen Norm DIN EN ISO 7027 du¨rfen nur Lichtquellen, welche eine Emissi-
onswellenla¨nge von 860 nm und dabei minimale Konvergenz bzw. Divergenz aufweisen,
eingesetzt werden. Zudem muss die Lichtquelle mit konstanter Lichtintensita¨t strahlen,
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um die resultierende Intensita¨t der Lichtstreuung nicht zu beeinflussen. Des Weiteren
sollte die Beleuchtung gleichzeitig kostengu¨nstig sein und einen geringen Stromverbrauch
aufweisen, um einen zuku¨nftigen Batteriebetrieb des Sensors zu ermo¨glichen. Daher
wurde als Strahlungsquelle eine SMD-LED ausgewa¨hlt, welche die gewu¨nschte Emissi-
onswellenla¨nge von 860 nm emittiert. Um den Sensor in einer Weiterenwicklung auch
Inline betreiben zu ko¨nnen, wollte man zudem das Licht mit Hilfe einer Faser an die
Probe leiten. Die daraus no¨tige Kollimierung der aus der Faser divergent austretenden
Lichtstrahlen wurde mittels einer GRIN-Linse (siehe Kapitel 4.1) realisiert. Die Faser
weist in Kombination mit der GRIN-Linse eine max. (simulierte) Divergenz von 2,7◦ auf
[71]. Die Gleichma¨ßigkeit der Intensita¨t wurde durch Verwendung eines Powermeters
u¨berpru¨ft. Die ausfu¨hrliche Auswahl der Strahlungskomponenten sowie die einzelnen
Pra¨parationsschritte wie das Verkleben der optischen Komponenten diskutiert D. Riedel
ausfu¨hrlich in ihrer Zulassungsarbeit [71].
Bei der Auswahl des Detektors werden von der Norm DIN EN ISO 7027 keine besonderen
Merkmale gefordert. Die prima¨re Aufgabe des Detektors ist die Umwandlung der Intensita¨t
des streuenden Lichts in eine elektrische Gro¨ße, welche mit Hilfe konstengu¨nstiger Elektro-
nik wie beispielsweise eines Microcontrollers ausgelesen werden kann. Wichtig waren auch
hier geringe Kosten bei mo¨glichst guter Sensitivita¨t (bei geringer Intensita¨t) sowie lineares
Intensita¨tsverhalten. Die Wahl fiel daher auf sogenannte Licht-Frequenz-Wandler, welche
eine Art von Silizium-Photodioden darstellen. Diese bewegen sich preislich im einstelligen
Euro-Bereich, weisen eine sehr gute Empfindlichkeit gegenu¨ber geringer Lichtintensita¨t
auf und sind im gesamten einsetzbaren Bereich in Abha¨ngigkeit der Lichtintensita¨t linear
(lineare Kennlinie). Die Linearita¨t wurde mittels unterschiedlicher Laserintensita¨ten und
durch einen Vergleich mit einem Powermeter u¨berpru¨ft [71]. Nach DIN EN ISO 7027
darf nur Streulicht in einem Messwinkel von 90◦ (± 2,5◦) und einem O¨ffnungswinkel
zwischen 20◦ und 30◦ detektiert werden. Dies wurde mit Hilfe einer GRIN-Linse vor dem
Sensor realisiert, welche das einfallende gestreute Licht auf den Licht-Frequenz-Wandler
fokussiert und in einem Winkel von genau 90◦ zur Beleuchtung platziert ist. Mit Hilfe
einer Blende zwischen GRIN-Linse und Detektor mit einem Durchmesser von 2 mm ist
der maximale O¨ffnungswinkel (2θ = 55◦) bzw. die numerische Apertur der GRIN-Linse
auf 30◦ reduziert (2θ = 30◦) und entspricht so der Norm [71].
Ein weiteres Kriterium fu¨r das Design des Nephelometers ist die Gro¨ße des Probenraums,
welche abgescha¨tzt werden musste. Dabei gilt, dass ein kleiner Probenraum eher fu¨r
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Messungen von tru¨beren Flu¨ssigkeiten und ein gro¨ßerer Probenraum fu¨r Messungen im
geringen Tru¨bungsbereich von Vorteil ist. Grund hierfu¨r ist, dass die Sensitivita¨t mit
zunehmender Wegla¨nge des Lichts durch die Probenkammer steigt und so sehr geringe
Tru¨bungen detektiert werden ko¨nnen. Leider fu¨hrt eine große Probenkammer bei ho¨heren
Tru¨bungswerten zu Mehrfachstreuungen und dadurch zu einer Abweichung der Linea-
rita¨t, was eine Tru¨bungsmessung ungenau bzw. unbrauchbar werden la¨sst. Aufgrund der
Anforderung, geringe Tru¨bungswerte zu messen, wurde ein großer Durchmesser gewa¨hlt.
Um die Standardkalibrierlo¨sungen der Firma Hach verwenden zu ko¨nnen, wurde die
Standardgro¨ße des Branchenprimus Hach mit einem Durchmesser von 25 mm realisiert.
Ein Vergleich des Sensors mit einem kommerziellen Hach-Gera¨t war so ebenfalls einfacher
zu bewerkstelligen.
Um diesen Vergleich durchfu¨hren zu ko¨nnen, mu¨ssen die detektierten Streuintensita¨ten
(Za¨hlungen/s) des Prototyps in eine Tru¨bungseinheit wie Formazine Nephelometric Unit
(FNU), Formazine Turbidity Unit (FTU) oder Nephelometric Turbidity Unit (NTU)
umgewandelt werden. Die Wahl der Einheit ist von dem Sensorprinzip, der Anwendung
und der Kalibrierung abha¨ngig [35]. Bei dem nephelometrischen Messprinzip, also der
Detektion der Lichtstreuung in 90◦ zur Anregung, wird in der Regel die Einheit NTU
verwendet1. Zur Kalibrierung eines Tru¨bungsmessgera¨ts haben sich sog. Prima¨rstandards
etabliert. Dabei stellt das Formazin den bekanntesten Prima¨rstandard dar, welcher auch
in der Norm EN ISO 7027 vorgeschrieben wird. Die genaue Beschreibung des Kalibrier-
vorgangs folgt in Kapitel 4.3.
Als Besonderheit dieses Prototyps ist die Implementierung eines Schrittmotors zu nen-
nen. Bei Vorstufen dieses Prototyps ohne Schrittmotor waren geringe Tru¨bungen sehr
schwer reproduzierbar messbar. Bei geringen Tru¨bungswerten verfa¨lschen Sto¨rquellen wie
Luftblasen, Fingerabdru¨cke oder Kratzer auf dem Probenglas sehr leicht den gemessenen
Tru¨bungswert. Mit Hilfe des Schrittmotors kann die Probe rotiert und somit an verschie-
denen Ku¨vettenpositionen automatisiert gemessen werden. Dadurch ist die Aufnahme von
bis zu 50 Messwerten (an verschiedenen Positionen) mo¨glich. Zudem ko¨nnen durch die
Anwendung eines speziellen und komplexen Algorithmus Ausreißer (in den Messwerten)
durch Sto¨rquellen eliminiert und Mittelwerte der gemessenen Werte gebildet werden.
1Trinkfa¨higes Wasser hat einen NTU-Wert kleiner 1 [4], destilliertes Wasser 0,08 NTU, Tafelwasser
0,54 NTU und Brauchwasser 3,52 NTU [6] weswegen der Tru¨bungswert bei der Aufbereitung von
(Trink-)Wasser entscheidend ist [73, 74]. Ab einem Wert von ca. 100 NTU erscheint die Lo¨sung deutlich
tru¨b.
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Die bisher aus der Literatur bekannten Sensorsysteme bzw. Prototypen weisen zum Teil
deutlich gro¨ßerer Abweichungen besonders bei geringen Tru¨bungen auf. Zudem ist aus
der Literatur kein kostengu¨nstiges Sensorsystem bekannt, welches die Norm EN ISO 7027
erfu¨llt. Aufgrund der gewa¨hlten Komponenten und Geometrie entspricht unser Prototyp
bis zu einem NTU-Wert von 400 vollsta¨ndig der EN ISO 7027. Die Unterschiede bzw.
Verbesserungen zu bereits publizierten Sensoren werden im Diskussionskapitel ausfu¨hrlich
besprochen.
4.1 Theoretische Grundlagen - GRIN-Optiken
Dieses Kapitel beschreibt die Grundlagen von GRIN-Linsen, der optischen Hauptkompo-
nente des Tru¨bungssensors (in Anlehnung an [75]).
Die zunehmende Automatisierung und U¨berwachung von Produktionsabla¨ufen durch
digital vernetzte Systeme - bekannt unter dem Schlagwort
”
Industrie 4.0“ - verlangt
unter anderem nach intelligenten und kompakten Sensorsystemen. Um eine stetige
U¨berwachung der Produktion und ein automatisiertes Handeln zu garantieren, werden
ha¨ufig sogenannte Online- und Inline-Messtechniken, welche eine kontinuierliche Messung
der Prozessparameter gewa¨hrleisten, eingesetzt. Fu¨r die Entwicklung von solchen Mess-
techniken ist die Miniaturisierung der Aufbauten zur einfachen Implementierung eine der
wichtigsten Aufgabenstellungen. Hierfu¨r eignen sich im optischen Bereich Gradienten-
Index-(GRIN)Linsen, welche durch ihre sehr kompakte Bauform mit geraden Stirnfla¨chen
sehr einfach in bestehende optische Systeme integriert bzw. neue Systeme mit deutlich
geringeren Ausmaßen konstruiert werden ko¨nnen [13]. Diese kostengu¨nstigen Linsen
werden millionenfach zur Miniaturisierung faseroptischer Systeme eingesetzt [13]. Durch
ein definiertes Brechzahlprofil entsteht die Linsenwirkung einer GRIN-Linse, wodurch
sich die gewo¨lbten Oberfla¨chen von konventionellen Linsen durch ebene optische Grenz-
fla¨chen ersetzen lassen [13, 14]. Dies ermo¨glicht zudem, dass sich - je nach Eigenschaften
der GRIN-Optik - die Bildebene direkt auf der planen Oberfla¨che der Linse befinden
kann. Dadurch entfa¨llt das oft aufwendig und teuer zu realisierende Fokussieren der
Probe vollsta¨ndig. GRIN-Linsen sind in der Regel Stab- bzw. Zylinderlinsen in einem
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Abbildung 4.1: Vergleich einer konventionellen, konvexen Sammellinse (links) mit einer
GRIN-Linse mit Pitch 0,23 (rechts) nach [75].
Gro¨ßenbereich von 0,5-4 mm Durchmesser und einer La¨nge von ca. 1-10 mm. Diese werden
durch Ionenaustauschprozesse in speziellen Gla¨sern mit hohem Natriumoxidanteil oder
speziellen Polymeren produziert [13, 76]. Die Hauptvorteile von GRIN-Linsen gegenu¨ber
herko¨mmlichen spha¨rischen Linsen sind die ebenen Stirnfla¨chen und somit einfache Im-
plementierung in bestehende optische Systeme, was durch die einfachere und nahezu
beliebig wa¨hlbare Geometrie zudem begu¨nstigt wird [77]. GRIN-Linsen sind kommerziell
fu¨r wenige Euro zu erhalten, was meist einer deutlichen Einsparung entspricht. Abbildung
4.1 zeigt den Vergleich einer GRIN-Linse mit einer konventionellen Sammellinse. Bei der
Sammellinse werden die Lichtstrahlen durch den Brechungsindex-Sprung am Ein- und
Austritt der Linse gebrochen. GRIN-Optiken erreichen ihre Linsenwirkung durch eine
kontinuierliche Brechzahla¨nderung innerhalb der Linse, dem sogenannten Gradienten-
Index (siehe Abbildung 4.2) [13]. Dabei haben sie einen eindimensionalen parabelfo¨rmigen
Brechungsindexgradienten orthogonal zur optischen Achse, der bei einer Sammellinse
mathematisch folgendermaßen ausgedru¨ckt werden kann [13, 14]:
n(r) = n0(1− g
2
2
r2) , (4.1)
wobei n0 den Brechungsindex der Zylinderachse, g die Gradientenkonstante und r den
Abstand von der Zylinderachse darstellt.
Die Gradientenkonstante g beschreibt die Differenz der Brechungsindices zwischen Mitte
und Rand der Linse. Demnach bestimmen sie und die La¨nge (L) der Linse die resultierende
Brennweite (f) der GRIN-Optik. Es gilt [13]:
f =
1
nrg sin(gL)
. (4.2)
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Abbildung 4.2: Schematischer Strahlenverlauf und Brechungsindexgradient einer GRIN
Sammel- und Zerstreuungslinse im Vergleich nach [75].
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Abbildung 4.3: Anwendungsmo¨glichkeiten von GRIN-Optiken mit Pitch von 0,25 und
0,23 nach [75]. Die Brechung der Lichtstrahlen beim Austritt aus der GRIN-Linse in
(c) wurde in dieser schematischen Darstellung nicht beru¨cksichtigt.
Befindet sich das Maximum des Brechungsindices in der Mitte der Linse, fungiert diese
als Sammellinse. Bei dem maximalen Wert am Rand werden die eintreffenden Strahlen
aufgeweitet, es ergibt sich eine Zertreuungslinse (siehe Abbildung 4.2). Die numerische
Apertur einer solchen Optik kann dargestellt werden als [13]:
NA = sin θ =
√
n20 − n2r , (4.3)
wobei nr den Brechungsindex am Rand der GRIN-Linse angibt.
GRIN-Linsen werden vielfach als Kollimatorlinsen fu¨r Lichtleitfasern [13], in der Endo-
skopie [78, 79] und in der Einzelmoleku¨lspektroskopie bei Raumtemperatur und Tieftem-
peratur als Ersatz fu¨r gewo¨hnliche Objektive [80, 81] eingesetzt. Im Jahre 2007 gelang der
erste klinische Einsatz eines GRIN-Endoskops [79]. Weitere Anwendungsmo¨glichkeiten
sind in Abbildung 4.3 dargestellt.
Dabei wird eine GRIN-Linse je nach Eigenschaften durch den sogenannten Pitch charak-
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terisiert. Abbildung 4.4 zeigt, dass sich ein Lichtstrahl in einer GRIN-Linse sinusfo¨rmig
ausbreitet. Zudem sind die verschiedenen und ga¨ngigen Pitchla¨ngen dargestellt. Die
La¨nge einer GRIN-Linse im Verha¨ltnis zur Periodenla¨nge dieser Sinusfunktion bestimmt
deren Eigenschaften. Die Pitch-La¨nge (P) kann folgendermaßen berechnet werden [13]:
P =
2pi
g
. (4.4)
Eine GRIN-Linse mit einem ganzzahligen Pitch bildet ein Objekt auf der Oberfla¨che
0.25 0.5 0.75 1pitch
Abbildung 4.4: GRIN-Optik mit radialem Brechungsindexgradienten inklusive Pitch-
Variationen und entsprechendem Strahlenverlauf nach [75].
der Linse direkt wieder auf der Oberfla¨che der Ru¨ckseite ab. Mit einem Pitch von
0,5 wird es invertiert. Der am ha¨ufigsten verwendete GRIN-Linsen-Typ ist die 0,25
Pitch Linse. Sie fokussiert ankommende parallele Lichtstrahlen auf einen Punkt auf
der Linsenoberfla¨che und ermo¨glicht so die Kopplung der Lichtstrahlen in eine Faser.
Außerdem ko¨nnen emittierende Punktquellen direkt auf den Fokuspunkt der GRIN-Linse
aufgebracht werden. Man erha¨lt paralleles kollimiertes Licht. Eine 0,23 Pitch Linse
entspricht einem Standardobjektiv und weist einen geringen Arbeitsabstand von wenigen
Hundert Mikrometern auf. Sie fokussiert ebenfalls einen parallelen Lichtstrahl.
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4.2 Experimenteller Aufbau
Die Abmaße der Probenkammer des Nephelometer-Prototyps wurde a¨hnlich gewa¨hlt wie
die des kommerziell erha¨ltlichen Nephelometers Hach 2100Qis (siehe Abbildung 4.5). So
wurde ein Ku¨vettenhalter aus Polyoxymethylen (POM) fu¨r 25 mm runde Glasku¨vetten
(2434706, Hach) konstruiert. Fu¨r die Beleuchtung der Probe wird eine SMD-LED (SFH
4253, Osram) mit einer Emissionswellenla¨nge von 860 nm verwendet. Diese LED wird in
eine Glasfaser (FP200URT, Thorlabs) mit einem Kerndurchmesser von 0,2 mm eingekop-
pelt, indem diese Faser auf die LED mittels optischem Kleber (Norland NOA 61) geklebt
wird. Zum Auskoppeln und gleichzeitigen Kollimieren der Lichtstrahlen wird eine 4 mm
(Durchmesser) GRIN-Linse (W40-S0250-063-NC) an die Faser geklebt. Die Detektion
des streuenden Signals erfolgt u¨ber einen Licht-Frequenz-Wandler (TSL237, Taos). Um
nur Lichtstrahlen in 90◦ zur Anregung und mit einem max. O¨ffnungswinkel von 30◦ zu
detektieren, wird zwischen Sensor und GRIN-Linse eine Lochblende mit 2 mm Durchmes-
ser verklebt. Beide GRIN-Optiken werden in dem POM-Halter in einem Winkel von 90◦
zueinander verschraubt. Unterhalb des Ku¨vettenhalters befindet sich ein Stepper-Motor
(QSH4218-35-10-027, Trinamic), welcher es ermo¨glicht, die Ku¨vette zu drehen. Sowohl
der Detektionssensor als auch der Motor werden u¨ber einen 8-bit, 16 MHz Microprozessor
(Arduino Uno, Atmel) gesteuert bzw. ausgelesen. Die Anzeige der Messwerte erfolgt am
PC. Fu¨r die Kalibrierung des Sensors wurden Standardkalibrierlo¨sungen (STABLCAL R©,
Hach) mit den NTU-Werten 0,1; 1; 10; 20; 100; 200; 800; 1000 und Verdu¨nnungen der
4000 NTU-Lo¨sung, sogenanntes stabilisiertes Formazin, verwendet.
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Abbildung 4.5: Oben: Bild des Nephelometer-Prototyps mit den einzelnen Komponen-
ten: Schrittmotor, Probenkammer, Beleuchtung, Licht-Sensor und Auswerteelektronik.
Unten: schematischer Aufbau des Sensors nach [69].
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4.3 Ergebnisse
Um den Prototyp zu kalibrieren, wurden verschiedene Formazin-Kalibrationsstandards
in einem NTU-Bereich von 0,1 bis 1000 NTU gemessen. Dabei handelt es sich um Kali-
brierstandards der Firma Hach (Stablcal R©Tru¨bungsstandards Kalibration Kit, 2662105,
Hach) mit den NTU-Werten 0,1; 20; 200 und 1000. Dazu werden an 50 Ku¨vettepositionen
(jeweils 7,2◦ weiter gedreht) die jeweiligen Intensita¨ten der Streustrahlung gemessen und
im internen Speicher gespeichert. Dies geschieht automatisiert durch die Ansteuerung
des Stepper-Motors mittels Microprozessor. Nach einem Ausreißertest (nach Grubbs
[82, 83]) wird aus mindestens 45 Messwerten (ohne Ausreißer) ein Mittelwert mit Stan-
dardabweichung bestimmt2. Sollten es mehr als fu¨nf Ausreißer sein, wird die Messung
an einer anderen Position neu gestartet. Liegen nach weiteren fu¨nf Messungen weiter-
hin mehr als fu¨nf Ausreißer vor, wird ein Fehler ausgegeben. Helfen ko¨nnte dann ein
Austausch der vermeintlich verkratzten Ku¨vette. Die mittlere Spalte der Tabelle 4.1
beschreibt die gemittelten ausgegebenen Frequenzwerte (in Abha¨ngigkeit der Streulichtin-
tensita¨t) des Licht-Frequenz-Wandlers in Zeitintervallen von jeweils einer Sekunde. Diese
erhaltenen Frequenzwerte wurden in die NTU-Werte der Standards konvertiert (siehe
Tabelle 4.1 rechte Spalte). Da es keine generelle Vorschrift gibt wie Nephelometer ka-
libriert werden sollen und sich konstruktionsbedingt kein linearer Verlauf zwischen 0,1
und 1000 NTU zeigt, wurde der Messbereich zur Kalibrierung unterteilt. Aufgrund der
vier Kalibrierlo¨sungen (0,1, 20, 200, 1000) in dem Messbereich von 0,1 bis 1000 NTU
wurde der Bereich in drei Unterregionen unterteilt. Diese Bereiche sind in Abbildung 4.6
dargestellt, wobei Abbildung 4.6 oben den Messbereich von 0-200 NTU und unten den
Bereich von 200-1000 NTU zeigt. Dabei beschrieben die x-Werte die Werte der Standards
in der Einheit NTU, die y-Werte die Frequenzwerte (graue, blaue und gru¨ne Punkte)
bzw. umgerechneten NTU-Werte (rote Kreuze) des Sensors.
Um das Sensorsystem zu validieren und damit die Genauigkeit und Praktikabilita¨t zu
ermitteln, wurde der Sensor mit einem kommerziell erha¨ltlichen Gera¨t (Hach2100Qis)
verglichen. Dazu wurden weitere kommerziell erha¨ltliche Lo¨sungen in dem Bereich zwi-
schen 0,1 und 1000 NTU eingesetzt (1, 10, 100 und 800 NTU) und die 4000 NTU-Lo¨sung
des Kalibrierungs-Kits manuell verdu¨nnt. Die mit dem kommerziellen Gera¨t gemesse-
nen Tru¨bungswerte aller Standards sowie Verdu¨nnungen der 4000 NTU-Lo¨sung sind in
2Entwicklung Algorithmus in Zusammenarbeit mit A. Fleischmann [72]
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Tabelle 4.1: Frequenz-Mittelwerte und Standardabweichungen des Prototyps in
Za¨hlungen/s (mittlere Spalte) und konvertierte NTU-Werte (rechte Spalte) ver-
schiedener StablCal R© Standards nach [69].
StablCal R© Standard (NTU) Prototyp Frequenz (Za¨hlungen/s) Prototyp (NTU)
0,1 51.5 ± 0.1 0.10 ± 0.01
20 150 ± 1 20.0 ± 0.2
200 957 ± 3 200 ± 1
1000 3105 ± 8 1000 ± 3
Tabelle 4.2: NTU-Mittelwerte und Standardabweichungen der gemessenen (Standard)
StablCal R© Lo¨sungen des Hach2100Qis Nephelometers und des Prototyps nach [69].
Probe HACH2100Qis (NTU) Prototyp (NTU)
Standard 1 NTU 1.09 ± 0.01 0.993 ± 0.04
dilution 1 4.50 ± 0.02 3.94 ± 0.08
dilution 2 7.91 ± 0.02 7.57 ± 0.09
Standard 10 NTU 10.3 ± 0.1 9.64 ± 0.1
dilution 3 15.8 ± 0.1 15.4 ± 0.1
dilution 4 42.6 ± 0.2 40.7 ± 0.2
dilution 5 68.6 ± 0.3 64.4 ± 0.3
Standard 100 NTU 104 ± 1 98.7 ± 0.5
dilution 6 119 ± 1 114 ± 1
dilution 7 298 ± 1 325 ± 1
dilution 8 405 ± 1 456 ± 1
dilution 9 486 ± 1 532 ± 1
dilution 10 607 ± 2 644 ± 2
dilution 11 671 ± 2 724 ± 2
dilution 12 793 ± 2 831 ± 2
Standard 800 NTU 821 ± 2 836 ± 2
dilution 13 917 ± 2 912 ± 3
dilution 14 978 ± 2 972 ± 3
Tabelle 4.1 mittlere Spalte dargestellt. Tabelle 4.1 rechte Spalte zeigt die NTU-Werte
des Prototyps. Diese wurden durch die Konvertierung der gemessenen Frequenzwerte
anhand der linearen Regressionsgeraden aus Abbildung 4.6 ermittelt. Dabei zeigt der
Korrelationskoeffizient von 0,9969 im gesamten Bereich die hervorragende Anwendbar-
keit und Reproduzierbarkeit dieses Sensorsystems und ist somit mit dem kommerziellen
Nephelometer (Hach2100Qis) vergleichbar.
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Abbildung 4.6: Oben: Gemessenes Frequenzsignal (linke Y-Achse) und konvertierte
NTU-Werte (rechte Y-Achse) des Prototyps [Za¨hlungen/s] fu¨r StablCal R© Standards
(x-Achse) im Bereich von 0.1-200 NTU. Unten: Gemessenes Frequenzsignal und
konvertierte NTU-Werte im Bereich von 200-1000 NTU nach [69].
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Abbildung 4.7: Vergleich Hach2100Qis Nephelometer (x-Achse) mit dem Prototyp
(y-Achse) nach [69].
4.4 Diskussion
Aufgrund der vielen Einsatzmo¨glichkeiten von Nephelometern (siehe Kapitel 4) haben
sich viele Arbeitsgruppen mit der Entwicklung eines Nephelometer-Prototyps bescha¨ftigt.
Aus der Literatur bekannte Nephelometer messen NTU-Bereiche von 0-100 NTU [34, 84],
0-400 NTU [85], 0-500 NTU [7] bzw. 0-1000 NTU [86]. Zudem wurden Sensorsysteme
entwickelt, wo das Messprinzip der Tru¨bung noch um die Bestimmung der Farbe der
zu untersuchenden Probe [87], bzw. Temperatur [8, 88], pH, Leitfa¨higkeit und weitere
Parameter [8] erweitert wurde. Sowohl die entwickelten Nephelometer [7, 34, 84–86] als
auch die Sensorsysteme [8, 87, 88] legen den Fokus der Analyse auf die Bestimmung
der Tru¨bung bzw. Qualita¨t von Wasser. Die Systeme von Kelley et al. [86] und Hussain
et al. [85] erreichen dabei zufriedenstellende und reproduzierbare Ergebnisse mit deut-
lichen Ungenauigkeiten bei geringen Tru¨bungswerten. Dabei weichen alle entwickelten
Nephelometer von der Norm EN ISO 7027 (siehe Kapitel 4), der europa¨ischen Norm
zur Messung der Wasserbeschaffenheit, ab. Des Weiteren hat ein Großteil der entwickel-
ten Nephelometer einen geringeren Messbereich und wird nicht mit einem anerkannten
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Prima¨rstandard (wie beispielsweise Formazin) kalibriert. Der in dieser Dissertation vorge-
stellte Prototyp eines Nephelometers weist eine extreme Genauigkeit und Pra¨zision sowie
Wiederholbarkeit vor allem im schwierig zu messenden geringen Tru¨bungsbereich auf.
Zudem entspricht der Sensor bis zu einem NTU-Wert von 400 vollsta¨ndig der Norm EN
ISO 7027. Das Herzstu¨ck des Sensors ist dabei der Schrittmotor, welcher - in Verbindung
mit einem Microcontroller - das automatisierte Messen von mehreren Ku¨vettenpositionen
ermo¨glicht und so vor allem Werte mit geringen Tru¨bungen reproduzierbarer gemes-
sen werden ko¨nnen. In dem Bereich geringer Tru¨bung wo geringste Streuintensita¨ten
detektiert werden, verfa¨lschen Sto¨rquellen wie Verunreinigungen oder Bescha¨digungen
der Ku¨vette oder Luftblasen das Ergebnis extrem. Durch das Messen an verschiedenen
Stellen und der Mittelung mittels Algorithmus ko¨nnen hier deutlich bessere Ergebnisse
bei Tru¨bungen kleiner 5 NTU gegenu¨ber einfachen Einzelmessungen erzielt werden, wie
sie vor der Implementierung des Schrittmotors durchgefu¨hrt wurden [71]. Der Hauptfokus
lag bei der Entwicklung neben der Leistung des Sensors zudem auf der Kostenreduzierung.
Der Vergleich der Standardabweichungen einzelner NTU-Werte (siehe Tabelle 4.2) zeigt
einen geringfu¨gig besseren Wert beim kommerziellen Gera¨t bei gleichem Messbereich.
Gewo¨hnliche und kommerziell erha¨ltliche Nephelometer kosten allerdings in Abha¨ngigkeit
des Messbereichs und der gewu¨nschten Genauigkeit Tausende Euro. Dieses Sensorsystem
wa¨re durch geringfu¨gige Modifikationen im niedrigen 2-stelligen Eurobereich zu ferti-
gen. Mo¨glich machen dies einfache und kostengu¨nstige Komponenten wie eine LED in
Kombination mit einer GRIN-Optik zur Beleuchtung der Probe und ein einfacher Licht-
Frequenz-Wandler, ebenfalls in Kombination mit GRIN-Optiken zur Detektion. Beide
Komponenten sind sehr gu¨nstig, erfu¨llen trotzdem durch hohe Konstanz und Genauigkeit
ihren Zweck, was in der Zulassungsarbeit von D. Riedel u¨berpru¨ft wurde [71]. Aufgrund
des geringen Stromverbrauchs des Sensors bzw. der einzelnen Komponenten ko¨nnte der
Sensor problemlos mit Batterien betrieben werden.
4.5 Ausblick
Nach einer Vielzahl von verschiedenen Evolutionsschritten in dieser Sensorentwicklung
und verschiedenen Messreihen konnten sehr gute Ergebnisse im Vergleich zu teuren
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Laboraufbauten erzielt werden. Trotzdem besteht eine Reihe von Ideen, wie der Sensor
zuku¨nftig weiterentwickelt werden ko¨nnte. Zum einen sind hier einfachere kleine Verbesse-
rungsmo¨glichkeiten zu nennen, um die Ergebnisse noch reproduzierbarer und genauer zu
gestalten. Ein verbesserter Schutz gegen a¨ußere Einflu¨sse wie externes Streulicht wu¨rde die
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit des Sensors weiter verbessern. Die Implementierung
eines Displays wu¨rde den Anschluss eines externen Computers u¨berflu¨ssig machen. Zudem
ko¨nnte das komplette Setup noch kompakter gestaltet werden. Eine Mo¨glichkeit der Weiter-
entwicklung wa¨re die Implementierung eines zusa¨tzlichen Detektors in Vorwa¨rtsrichtung
(0◦ zur Anregung), um vollsta¨ndig, d.h. auch bei Tru¨bungswerten u¨ber 400 NTU, der
EN ISO 7027 Norm zu entsprechen. Dies ko¨nnte durch einfache Modifikationen der
Probenkammer und Software realisiert werden. Des Weiteren ko¨nnten weitere zusa¨tzliche
Sensoren in Kombination mit einem speziell programmiertem Auswerte-Algorithmus
die sogenannte Ratio-Methode ermo¨glichen. Dadurch wa¨re es mo¨glich, einen gro¨ßeren
NTU-Bereich abzudecken und eine ho¨here Auflo¨sung der Messung bzw. Genauigkeit
zu erreichen. Die Verwendung von Fasern ermo¨glicht das prinzipielle Eintauchen des
Sensors in die zu messende Flu¨ssigkeit bei gleichzeitigem Schutz der Auswerteelektronik.
Hier ko¨nnte das Ziel eines Inline-Sensors weiter verfolgt werden. Dies wa¨re ein weiterer
wichtiger Fortschritt des Sensors fu¨r eine mo¨gliche Kommerzialisierung des Systems.
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5 Konfokale Mikroskopie bei
Raumtemperatur - Aufbau und
Experimente
Dieser Teil der Dissertation beschreibt in den Kapiteln 5.3 und 5.4 Experimente, wie
sich mit Hilfe von optischen Fabry-Pe´rot-Resonatoren (siehe Kapitel 3.3) Eigenschaften
von Quantenemittern - z.B. durch Variation des Spiegelabstandes - gezielt vera¨ndern
lassen [15, 51, 61]. So wurde in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Meixner gezeigt, dass
sowohl die Fluoreszenz-Lebensdauer als auch die Fluoreszenz-Spektren im Resonator von
der spektralen Modendichte abha¨ngig sind [61–63]. Es konnte zudem der experimentelle
Zusammenhang zwischen den im Resonator modifizierten Fluoreszenz-Spektren und
Zerfallskurven anhand einzelner SiO2-Nanopartikel nachgewiesen werden [89]. Darauf
basierend besta¨tigte sich dieser Kontext, im Rahmen dieser Dissertation, auch fu¨r das
Farbstoff-Moleku¨l Atto488 (siehe Kapitel 5.3). Dabei konnten die Anteile der einzelnen
strahlenden und nicht-strahlenden U¨berga¨nge des Farbstoffs mit Hilfe des Resonators
systematisch vera¨ndert werden.
Neben der Variation von einzelnen optischen Quantenemittern ko¨nnen auch Transferpro-
zesse wie der Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer (FRET) gezielt beeinflusst werden. So
zeigten Andrew und Barnes im Jahre 2000 erstmals, dass dieser Transfer zwischen Donor
und Akzeptormoleku¨l von der spektralen Modendichte in λ/2-Resonatoren abha¨ngig ist
[90]. Schleifenbaum et al. konnte darstellen, dass sich unter kontinuierlicher Laseranregung
die Ratenkonstante eines FRET-Transfers (Maß fu¨r die Kopplungssta¨rke zwischen Donor
und Akzeptor) nicht vera¨ndert, die Fo¨rster-Transferrate, welche die Energietransfers pro
Zeit angibt, hingegen schon [91]. Um ein tieferes Versta¨ndnis des FRET-Transfers in Re-
sonatoren zu erzielen, wurden aufbauend auf diesem Experiment Einzelmoleku¨lmessungen
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eines DNS-gekoppelten FRET-Paares im Resonator durchgefu¨hrt (siehe Kapitel 5.4).
Dazu wurde mit einem durchstimmbaren Mikroresonator der Energietransfer als Funktion
des Spiegelabstandes spektral und zeitaufgelo¨st untersucht.
Wichtige Erkenntnisse lieferte dabei die Untersuchung des einzelnen Donors (Atto488) in
Kapitel 5.3, da sich die Transferraten-Konstante zwischen zwei FRET-Partnern durch
die Erho¨hung der Relaxationsrate des Donors bestimmen la¨sst [54, 92]. Mit dem fu¨r
diese Experimente neu konstruierten konfokalen Mikroskop wurde zudem in Zusammen-
arbeit mit dem Arbeitskreis von Prof. Mayer der Universita¨t Tu¨bingen neu synthetisierte
anistrope Siliziumdioxid-Partikel (sogenannte Dumbbell-Partikel) optisch charakterisiert
(siehe Kapitel 5.5). Dies gelang durch konfokale Fluoreszenz-Mikroskopie, indem die
SiO2-Partikel mit Atto488-Farbstoffen gelabelt wurden. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die ca. 2,5 µm großen Partikel teilweise hohl und teilweise mit SiO2 gefu¨llt sind.
5.1 Theoretische Grundlagen
Die folgenden Unterkapitel beginnen mit einer ausfu¨hrlichen Einfu¨hrung in die konfokale
Mikroskopie (Kapitel 5.1.1). Zudem werden die Theorien zu den Experimenten wie die
zeitkorrelierte Einzelphotonenza¨hlung (5.1.2) und der Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer
(5.1.3) behandelt. Die allgemeine Fluoreszenz von Farbstoffen (Kapitel 3.2) sowie die
Grundlagen (bzw. Wechselwirkung mit Licht) eines Resonators (Kapitel 3.3) wurden
bereits in vorherigen Kapiteln erla¨utert.
5.1.1 Konfokale Mikroskopie
Die Fluoreszenz-Mikroskopie ist in der modernen Nanowelt der physikalischen Chemie und
anderen Bereichen der Naturwissenschaften bzw. Medizin nicht mehr wegzudenken. Die
bahnbrechende Erfindung der konfokalen Mikroskopie verbesserte maßgeblich Kontrast
und Auflo¨sung und ermo¨glicht sowohl 2D- als auch 3D-Aufnahmen von verschiedensten
Proben [39, 68, 93, 94]. Die konfokale Mikroskopie ist ein Spezialfall der Lichtmikrosko-
pie und wurde im Jahre 1957 von Marvin Minsky zum Patent angemeldet und 1961
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vero¨ffentlicht [93, 95]. Der Durchbruch dieser Methode gelang in den Jahren 1969 und
1971 durch die Verwendung eines Lasers als Lichtquelle [96, 97]. Im Jahre 1976 gelang
damit das erste Einzelmoleku¨lexperiment mit Proteinen, welche mit durchschnittlich 100
Fluorescein-Farbstoffmoleku¨len markiert wurden [98]. Einige Jahre spa¨ter, genauer im
Jahre 1989 und 1990, gelang Moerner et al. und Orrit et al. die spektroskopische Detekti-
on einzelner Pentacen-Moleku¨le bei tiefen Temperaturen [99, 100]. Bei der konfokalen
Mikroskopie wird die Probe, im Gegensatz zur herko¨mmlichen Lichtmikroskopie, nicht
im Weitfeld großfla¨chig beleuchtet, sondern ortsaufgelo¨st mit Hilfe eines Lasers angeregt
[1, 68, 101]. Wird dieses Prinzip in der Fluoreszenz-Mikroskopie angewendet, werden
Farbstoffmoleku¨le, welche sich im Fokus des Laserstrahls befinden, angeregt und ko¨nnen
diese Energie durch das Emittieren eines Photons (Fluoreszenz) wieder abgeben. Durch
das Scannen bzw. Abrastern der Probe und die Detektion der Fluoreszenz entsteht so ein
zweidimensionales Bild. Dieses Abscannen der Probe kann entweder durch das sogenannte
”
sample scanning“ oder
”
beam scanning“ erfolgen. Beim
”
sample scanning“ wird die
Probe mittels eines Scan-Tischs verfahren, wohingegen beim
”
beam scanning“ die Probe
fixiert bleibt und der Laserfokus seine Position durch die Verwendung eines Scanning-
Spiegels vera¨ndert. Neben dem Scannen der Probe ist ein weiterer Hauptunterschied
zur konventionellen Lichtmikroskopie die vor dem Detektor platzierte Punktlochblende.
Dabei sind die Foki bzw. die Fokivolumen der Anregungsstrahlen in der Probenebene mit
den Detektionsstrahlen aus der Probenebene an der Lochblende gleichzeitig im Fokus, was
als konfokal bezeichnet wird. Dabei sollten Lichtquelle und Detektor nahezu punktfo¨rmig
sein. Die Punktlochblende wirkt als Raumfilter, indem sie Licht außerhalb der Fokusebene
blockiert und nur Licht aus derselben transmittiert. Dadurch kann durch Variation der
Probenebene wa¨hrend des Scanvorgangs eine dreidimensionale Aufnahme ohne spezielle
Pra¨paration der (z.B. biologischen) Probe erzielt werden. Minsky realisierte dieses Prinzip,
indem er von der einen Seite mit einer Zirconium-Bogenlampe u¨ber eine Lochblende
und ein Objektiv Licht auf die Probe fokussierte und mit einem zweiten Objektiv auf
der anderen Seite auf eine weitere Lochblende mit angrenzendem Detektor die Strahlen
der Probe detektierte (siehe Abbildung 5.1a) [93, 95]. Heutzutage wird bei konfokalen
Mikroskopen nur noch ein Objektiv eingesetzt, welches mit Hilfe eines dichroitischen
Strahlenteilers sowohl die Anregung der Probe mit Laserstrahlen, als auch die Detektion
der langwelligeren Fluoreszenz realisieren kann (siehe Abbildung 5.1b) [1, 68]. Durch das
konfokale Prinzip und die Unterdru¨ckung von Streulicht durch die Lochblende resultiert
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Detektor 
(APD, Spektrometer)
Lochblende
Linse
Objektiv (Linse)
Fokusebene
Strahlteiler
Probe
Detektor 
Photomultiplier
LochblendeLochblende
Probe
LinseLinse
Zirconium
Bogenlampe
Fokusebene
Laser
Linse
a)
b)
Fokus
Fokus
Abbildung 5.1: Darstellung des konfokalen Prinzips. a) Urspru¨nglicher Aufbau aus der
Patentschrift von Marvin Minsky mit zwei Objektiven (dargestellt als Linsen) nach
[95]. b) Moderne Realisierung des konfokalen Prinzips fu¨r die Fluoreszenz-Mikroskopie
mit nur einem Objektiv und Strahlteiler.
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eine ho¨here axiale Auflo¨sung und ein ho¨herer Kontrast, was die konfokale Mikroskopie seit
einigen Jahren zur Methode der Wahl fu¨r Einzelmoleku¨lexperimente macht [68, 102–104].
Die PSF des konfokalen Systems, also die zu detektierende Intensita¨tsverteilung einer
Punktlichtquelle, setzt sich bei der konfokalen Mikroskopie aus der PSF des Detektionss-
trahlengangs (punktfo¨rmige Detektion) und der PSF der Beleuchtung (punktfo¨rmige
Beleuchtung) zusammen. Mathematisch stellt dies eine Multiplikation der beiden PSFs
dar [105, 106]:
PSFgesamt(x, y, z) = PSFBeleuchtung(x, y, z) · PSFDetektion(x, y, z) (5.1)
Die PSFBeleuchtung ist dabei von der NA des Objektivs und der Wellenla¨nge sowie der
Modi (z.B. Gauss) des Lasers abha¨ngig. Zusa¨tzlich treten Beugungserscheinungen an
der Eintrittspupille des Objektivs auf, welche die PSFBeleuchtung beeinflussen. Außerdem
wird die PSFDetektion neben oben genannten Effekten noch von der Gro¨ße der Lochblende
bestimmt. Eine punktfo¨rmige Lochblende ha¨tte eine PSFDetektion mit a¨hnlichem Ausmaß
wie der PSFBeleuchtung zur Folge. Die Formel fu¨r die theoretisch maximal mo¨gliche laterale
Auflo¨sung ist fu¨r die konfokale Mikroskopie [106, 107]:
FWHMlateral = 0, 37
λmittel
NA
, (5.2)
wobei
λmittel =
√
2
λBeleuchtung · λDetektion√
λ2Beleuchtung + λ
2
Detektion
(5.3)
ist.
Diese maximal mo¨gliche Auflo¨sung des konfokalen Mikroskops mit unendlich kleiner
Blende ist fu¨r Einzelmoleku¨lmessungen nicht anwendbar, da zu viel Signal verloren
geht. Daher ist diese Auflo¨sung von konfokalen Mikroskopen a¨hnlich der konventionellen
Mikroskopie [106, 107]):
FWHMlateral = 0, 51
λ
NA
, (5.4)
Fu¨r die axiale Auflo¨sung entlang der z-Achse gilt [106, 107]:
FWHMaxial =
0, 88λ
n−√n2 −NA2 (5.5)
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wobei FWHM die Full Width at Half Maximum, zu deutsch die Halbwertsbreite der
Punktspreizfunktion, λ die Wellenla¨nge des Lichts und NA die numerische Apertur des
Objektivs darstellt. Bei der konfokalen Mikroskopie ist die Halbwertsbreite von der
anregenden Wellenla¨nge und bei der konventionellen Fluoreszenz-Mikroskopie von der
Emissionswellenla¨nge abha¨ngig. Somit ist die laterale Auflo¨sung um den Faktor des
Stokes-Shifts (λEmission/λBeleuchtung) erho¨ht [106].
5.1.2 Zeitkorrelierte Einzelphotonenza¨hlung
Die Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie (englisch: fluorescence lifetime imaging micros-
copy, FLIM) wird als bildgebende Information fu¨r die unterschiedlichen Lebensdauern
von Farbstoffen bzw. deren angeregte Zusta¨nde verwendet. Die Fluoreszenz-Lebensdauer
ist dabei die Zeit, welche das Moleku¨l im angeregten Zustand verweilt, bis es unter Emit-
tieren eines Photons wieder in seinen Grundzustand relaxiert. Die zeitliche Verteilung
der Fluoreszenz als spontanen Prozess bzw. der emittierten Photonen entspricht fu¨r
einfache Systeme in der Regel einer exponentiellen Abnahme der Fluoreszenz-Intensita¨t
I abha¨ngig von der Zeit t [39]
I(t) = I0e
(− t
τ
), (5.6)
wobei τ der Zerfallskonstante τ = (kstr + knstr)
−1 und I0 der Intensita¨t bei t = 0
entspricht. Dabei ist die Fluoreszenz-Lebensdauer sowohl vom Moleku¨l als auch von
dessen Umgebung abha¨ngig (siehe Kapitel 3.2). Fu¨r die Messung bzw. Bestimmung der
Fluoreszenz-Lebensdauern, welche im Kapitel 3.2 besprochen wurde, hat sich die Methode
der zeitkorrelierten Einzelphotonza¨hlung mit Lasern zur gepulsten Anregung, etabliert.
Als wichtigste Erfindung fu¨r die aus dem englischen abgeku¨rzte TCSPC-Methode (eng-
lisch: time correlated single photon counting) gelten die modernen Laserdioden bzw.
gepulste LEDs, welche dieses Messprinzip deutlich vereinfachten und vergu¨nstigten. Dabei
wird zur Messung der Fluoreszenz-Lebensdauer das Quantensystem (beispielsweise ein
Farbstoffmoleku¨l) mit regelma¨ßigen Laserpulsen angeregt. Elektronisch startet mit dem
Aussenden des Laserpulses eine elektronische Stoppuhr, welche bei der Detektion eines
Photons auf dem Detektor wieder stoppt. Durch die kontinuierlichen Laserpulse mit be-
stimmter und einstellbarer Puls-Repetitionsrate werden die im Bezug zum Anregungspuls
zeitlich korrelierten Photonen in einem Histogramm dargestellt. Dieses Histogramm
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Laserpuls
Fluoreszenz
Intensität
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Detektor-
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Abbildung 5.2: Erkla¨rung des TCSPC-Prinzips nach [39]. Durch einen kontinuierlichen
Laserpuls wird die Probe angeregt und emittiert. Dieses Photon wird auf dem
Detektor zu unterschiedlichen Zeiten detektiert (Abbildung unten) und in einer
monoexponentiellen Kurve (Abbildung oben) zusammengefasst.
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beschreibt die statistische Verteilung der eingetroffenen Fluoreszenz-Photonen bzw. den
zeitlichen oft monoexponentiellen Zerfall von angeregten Moleku¨len oder anderen optisch
anregbaren quantenmechanischen Systemen. Sobald ein Photon von dem Detektor detek-
tiert wurde, folgt die sogenannte Totzeit, welche verstreichen muss bis die Photodiode das
na¨chste Photon wieder za¨hlen kann. Alle Photonen, die wa¨hrend dieser Totzeit auf den
Detektor treffen, ko¨nnen nicht detektiert werden. Avalanche Photodioden (APD) haben
sich aufgrund der hohen Detektionswahrscheinlichkeit und Quanteneffizienz, geringer Dun-
kelza¨hlrate, geringer Totzeit sowie hohen Zeitauflo¨sung als Detektor etabliert. Eine APD
ist eine schnelle Photodiode, die den inneren Photoeffekt zur Ladungstra¨gererzeugung
nutzt, welche durch eine interne Versta¨rkung, den sogenannten Avalanche-Effekt, erho¨ht
wird. Dadurch lassen sich mit diesen Photodioden einzelne Photonen detektieren. Ent-
scheidend fu¨r die hohe Zeitauflo¨sung einer APD ist die Gro¨ße der aktiven Fla¨che. Je gro¨ßer
die Fla¨che, desto gro¨ßer die zeitliche Streuung der gemessenen Photonen [108]. Die zeitlich
minimale Auflo¨sungsgrenze des kompletten Systems ist u¨ber die Instrumentenfunktion
(englisch: instrument response function, IRF) limitiert [39]. Sie beschreibt neben der
Pulsform des Lasers die zeitliche Dispersion aller optischen Elemente des Mikroskops wie
Linsen, Filter, Detektoren etc. sowie die der Messelektronik und somit die Detektionsdauer
einer Probe mit einer Lebensdauer von mo¨glichst 0. Die Messungenauigkeit jeder einzelnen
Komponente sowie besonders die des Detektors und des endlichen Laserpulses tra¨gt zu
einer Verbreiterung der IRF bei. Die IRF wird fu¨r die Bestimmung eines Fluoreszenz-
Zerfalls bzw. einer Fluoreszenz-Lebensdauer aus einem Histogramm beno¨tigt und daher
fu¨r jedes Mikroskop gemessen. Dazu wird das Streusignal einer verdu¨nnten Probe aufge-
nommen, da Streuprozesse schneller als Fluoreszenz-Prozesse ablaufen. Die IRF limitiert
die messbaren Prozesse, da nur solche gemessen werden ko¨nnen, welche deutlich la¨nger
als die IRF des Mikroskops sind. Typische Werte von IRFs sind zwischen 0,5 und 2 ns
[39]. Zur Bestimmung der Fluoreszenz-Lebensdauer eines Moleku¨ls aus den gemessenen
Histogrammen muss die systembedingte IRF in der Auswertung beru¨cksichtigt werden.
Daher wird Gleichung 5.6 zu [54]:
I(t) = I0[e
(− t
τ
) ∗ IRF (t)], (5.7)
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5.1.3 Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer (FRET)
Unter dem Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer (FRET) versteht man die Wechselwirkung
der U¨bergangsdipolmomente zweier Farbstoffmoleku¨le [39, 109, 110]. Der oszillierende
Dipol eines Farbstoffmoleku¨ls, dem sogenannten Donor, kann dabei Energie auf ein
resonantes Akzeptormoleku¨l u¨bertragen. Der U¨bergang der Energie des elektronisch ange-
regten Donors auf den im Grundzustand befindlichen Akzeptor erfolgt dabei strahlungslos
(siehe Abbildung 5.3). Grundvoraussetzung fu¨r FRET ist neben dem spektralen U¨berlapp
SD0
SD1
E
ne
rg
ie
SA0
SA1
kD,Anr. kD,str. kD,nstr. kA,str. kA,nstr.
Donor Akzeptor
kT
kA,Anr.
Abbildung 5.3: Energie-Termschema mit mo¨glichen U¨berga¨ngen beim Fo¨rster-
Resonanz-Energietransfer von einem Donor- auf ein Akzeptormoleku¨l (Vergleich Ab-
bildung 3.4), wobei kD,Anr., die Anregungsrate des Donormoleku¨ls, kD,str. und kA,str.
die radiativen Zerfallsraten beider Moleku¨le, kD,nstr. und kA,nstr. die nicht-strahlende
Zerfallsrate und kT die FRET-Rate darstellt. Nach Anregung des Donormoleku¨ls
durch Absorption eines Photons befindet sich das Elektron nach kurzer innerer
Konversion (10−10 s) im vibronischen Grundzustand des angeregten elektronischen
Zustandes S1 des Donormoleku¨ls. Die FRET-Rate kT stellt nun einen Konkur-
renzprozess zu den nicht-strahlenden (kD,nstr.) und strahlenden (kD,str.) Raten des
Donors dar. Bei der U¨bertragung der Energie an das Akzeptormoleku¨l in ein ho¨heren
vibronischen Zustand erfolgt wiederum die innere Konversion in den Schwingungs-
grundzustand des angeregten SA1-Niveaus. Der U¨bergang in den Grundzustand SA0
kann entweder strahlungslos (kA,nstr.) oder unter der Emission eines Photons erfolgen
(kA,str.).
der Emission des Donors mit der Absorptionsbande des Akzeptors die Orientierung
der Dipolmomente zueinander. Zusa¨tzlich ist die Quantenausbeute des Donors und der
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Abstand beider Moleku¨le zueinander entscheidend. Da das elektrische Feld eines Dipols
proportional zu r−3 (r beschreibt die Entfernung) abnimmt, verringert sich die Wahr-
scheinlichkeit eines Energietransfers mit r−6 [38, 39]. Die Transferrate kT (r), bei welcher
ein Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer stattfindet, kann im einfachsten Fall (Abstand
zweier Farbstoffmoleku¨le entspricht dem Fo¨rster-Radius) definiert werden als [39]:
kT (r) =
1
τD
(
R0
r
)6
, (5.8)
mit
τD =
1
kstr + knstr
, (5.9)
wobei τD die Lebensdauer des Donors ohne Akzeptor, R0 den Fo¨rster-Radius und r den
Abstand zwischen Donor und Akzeptor beschreibt. Unter dem Fo¨rster-Radius versteht
man den Abstand der beiden Farbstoffmoleku¨le bei dem mit einer Wahrscheinlichkeit von
50% Energieu¨bertragung vom Donor auf den Akzeptor stattfindet. Typischerweise liegt
dieser in einem Bereich von 2-6 nm. Befinden sich also Donor und Akzeptor im Abstand
des Fo¨rster-Radius’ (R0 = r), ist die Transferrate gleich der reziproken Zerfallsrate
des Donors (kT (r) =
1
τD
). Aufgrund der Komplexita¨t des FRET-Transfers kann die
Transferrate genauer folgendermaßen ausgedru¨ckt werden [39]:
kT (r) =
QDκ
2
τDr6
(
9000(ln10)
128pi5Nn4
)∫ ∞
0
FD(λ)A(λ)λ
4dλ, (5.10)
wobei QD die Quantenausbeute des Donors ohne Akzeptor, κ der relativen Orientierung
beider Dipole zueinander, n dem Brechungsindex des Mediums, N der Avogadro-Zahl,
FD(λ) dem Emissionsspektrum des Donors und A(λ) dem Extinktionskoeffizient des
Akzeptors entspricht. Unter der Annahme R0 = r vereinfacht sich Gleichung 5.8 zu
kT =
1
τD
. Somit kann Gleichung 5.10 nach dem Fo¨rster-Radius aufgelo¨st werden. Es gilt
[39]:
R60 =
9000(ln10)κ2QD
128pi5Nn4
∫ ∞
0
FD(λ)A(λ)λ
4dλ, (5.11)
So kann der Fo¨rster-Radius aus den spektralen Eigenschaften von Donor und Akzeptor
sowie der Donor-Quantenausbeute bestimmt werden. Nach Abbildung 5.4 liegt κ2 zwischen
0 und 4 und ist fu¨r eine zufa¨llig orientierte Probe κ2 = 2/3. Berechnet wird dieser Faktor
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nach [39]:
κ2 = (cos θT − 3 cos θD cos θA)2, (5.12)
wobei θT den Winkel zwischen dem Donoremissions-Dipolmoment und dem Akzeptorabsorbtions-
Dipolmoment, θD und θA die Orientierung der Moleku¨le (Abbildung 5.4) beschreiben.
Das Integral aus Gleichung 5.10 und 5.11 zeigt das U¨berlappungsintegral zwischen Donor-
r
µD,ba
µA,ab
θD θDAθA
κ2=4
µD,ba µA,ab
κ2=1 κ2=0
Abbildung 5.4: Abha¨ngigkeit des Orientierungsfaktors κ2 von der gegenseitigen Lage
des Donoremissions-Dipolmoments und des Akzeptorabsorbtions-Dipolmoments nach
[39].
emission und Akzeptorabsorption und wird als J(λ) bezeichnet (siehe Abbildung 5.5)
[39]:
J(λ) =
∫ ∞
0
FD(λ)A(λ)λ
4dλ. (5.13)
Ein weiterer wichtiger Parameter zur Quantifizierung des Transfers ist die FRET-Effizienz.
Diese kann ausgedru¨ckt werden als [39]:
EFRET =
kT (r)
1
τD
+ kT (r)
(5.14)
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oder u¨ber die Lebensdauer des Donors [39]:
EFRET = 1− τDA
τD
= 1−
1
kstr+knstr+kT
1
kstr+knstr
, (5.15)
bzw. u¨ber den Abstand [39]:
EFRET =
R60
R60 + r
6
, (5.16)
wobei τDA die Lebensdauer des Donors mit Akzeptor und τD ohne Akzeptor beschreibt.
Aufgrund des zusa¨tzlichen Relaxationskanals kT des Donors verku¨rzt sich die Lebens-
dauer des Donors mit Akzeptor entsprechend, wodurch der FRET-Prozess schließlich
quantifiziert werden kann. Aufgrund der Abstandsabha¨ngigkeit des Transfers kann FRET
in biologischen Anwendungen zur Bestimmung von Absta¨nden der beiden Moleku¨le als
sogenanntes spektroskopisches Lineal verwendet werden. So werden z.B. Proteine an
beiden Enden mit Akzeptor und Donor kovalent verknu¨pft, um u¨ber die FRET-Effizienz
Ru¨ckschlu¨sse u¨ber die Gro¨ße des Proteins zu ziehen. So ko¨nnen auch Abstandsa¨nderungen,
z.B. durch Konformationsa¨nderungen des Proteins, anhand der gea¨nderten Transferrate
klassifiziert werden.
Wellenlänge λ
In
te
ns
itä
t I
Donoremission Akzeptorabsorption
J(λ)
Abbildung 5.5: Schematische Darstellung des U¨berlappungsintegrals J(λ) (gru¨n) mit
der U¨berschneidung aus Donoremission (blau) und Akzeptorabsorption (gelb).
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5.2 Experimenteller Aufbau
Das in diesem Kapitel gezeigte konfokale Mikroskop ist ein vollsta¨ndiger Neuaufbau eines
weiteren optischen Systems im Arbeitskreis Meixner, welches in Zusammenarbeit mit
Dr. Alexander Konrad geplant, konstruiert und aufgebaut wurde. Dr. Andreas Kern
und Dipl.-Phys. Felix Blendinger steuerten zu diesem erfolgreichen Aufbau die Pro-
grammierung eines Scan-Generators und weiterer Elemente der LabView-Steuerung bei.
Neben dem Aufbau werden in den folgenden drei Unterkapiteln (5.3, 5.4 und 5.5) die
ersten durchgefu¨hrten und publizierten Experimente nach Fertigstellung des Mikroskops
beschrieben. Auch bei diesem System wird die Probe durch das sogenannte sample scan-
ning abgerastert, d.h. die Probe wird mittels Scan-Tisch verfahren und gleichzeitig der
anregende Laser(-fokus) konstant gehalten. Der Verlauf der Laseranregung sowie die ver-
schiedenen Detektionsstrahlen sind in Abbilung 5.6 dargestellt. Zur Anregung der Probe
werden zwei fasergekoppelte gepulste Laser verwendet, zum einen eine 485 nm Laserdiode
(PicoQuant, LDH-P-C-485) und zum anderen ein 532 nm Nd:YAG Laser (PicoQuant,
LDH-P-FA-530L), welche nach Auskopplung aus der Faser durch einen Bandpassfilter
(AHF Analysentechnik, F94-488 und F49-532) spektral aufgereinigt werden. Dabei la¨sst
sich die Diode per Software elektronisch bis zu einer maximalen gepulsten Laserleistung
von 0,7 mW regeln (auch CW mo¨glich). Bei dem 532 nm Laser la¨sst sich mittels einer
Spalto¨ffnung am Laser die Leistung bis max 20 mW steuern. Mit Hilfe eines Strahlteilers
(AHF Analysentechnik, F38-M03) werden beide Laserstrahlen zu einem Anregungsstrahl
u¨berlagert. Die u¨berlagerten Laserstrahlen treffen nun auf ein telezentrisches System,
um den Laserstrahl auf einen Strahldurchmesser von 8 mm zu vergro¨ßern. So wird die
vollsta¨ndige Ausleuchtung der Blende des Objektivs erzielt. Durch die Implementie-
rung einer Lochblende im Brennpunkt der beiden Linsen werden zusa¨tzlich sto¨rende
ho¨here Lasermoden unterdru¨ckt und die Probe somit durch einen linear polarisierten
Gaußstrahl angeregt. Neben der elektronischen Mo¨glichkeit oder der Einstellung per
Spalto¨ffnung kann die Laserleistung zudem per Graufilterrad verschiedener sogenannter
optischer Dichten (OD) von 0,5-5 reduziert werden. Die resultierende Laserleistung wird
mittels Powermeter (Coherent, FieldMax II) u¨berpru¨ft. U¨ber insgesamt fu¨nf Spiegel und
einen Strahlteiler (AHF Analysentechnik, Sonderanfertigung) wird der Lichtstrahl in das
Objektiv (Zeiss alpha Plan-Apochromat 63x/1,46 O¨l, NA = 1, 46) gelenkt und auf die
Probenebene fokussiert. Durch den speziellen Strahlteiler vor dem Objektiv ko¨nnen beide
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Laser auf das Objektiv reflektiert werden, Fluoreszenz zwischen den Laserwellenla¨ngen
und ab 540 nm wird hingegen transmittiert. Das gegenu¨ber der Anregung rotverschobene
emittierte Licht der Probe des Raum- oder Tieftemperaturpfades wird vom Objektiv
wieder eingesammelt und kollimiert. Das durch den Strahlteiler transmittierte Signal wird
u¨ber eine achromatische Linse mit Brennweite f=60 mm (Thorlabs, AC254-060-B-ML)
auf eine Punktlochblende (Durchmesser: 50 µm) fokussiert, um bei optimaler Justage
nur Signal der Fokusebene zu detektieren und Licht außerhalb der Fokusebene zu un-
terdru¨cken. Ein weiterer Filter (AHF Analysentechnik, NF01-488/532-25x5.0), welcher
die anregende Laserstrahlung unterdru¨ckt und rotverschobene Fluoreszenz transmittiert,
folgt nach dem telezentrischen System. Durch einen computergesteuerten Klappspiegel
kann zwischen zwei Detektionsmo¨glichkeiten unterschieden werden. Die Aufnahme von
Spektren erfolgt u¨ber ein Spektrometer, bestehend aus Monochromator (Acton SP 2500)
mit drei verschiedenen Gittern (150, 600 und 1200 g/mm) und EMCCD-Kamera (Prin-
ceton Instruments PRO-EM 512). Dazu wird der Detektionsstrahl mit einer Linse mit
Brennweite f=50 mm (Thorlabs, AC254-050-A-ML) auf den Eintrittsspalt des Monochro-
mators fokussiert. Wird der Lichtstrahl auf die beiden APDs gelenkt, folgt ein weiterer
Strahlteiler (AHF Analysentechnik F48-533), welcher Wellenla¨ngen bis 532 nm in 90 Grad
ablenkt und Wellenla¨ngen u¨ber 532 nm transmittiert. Strahlen mit 90-Grad-Ablenkung
werden mit einer Photodiode von Perkin Elmer (SPCM-AQR-14), transmittierte Strahlen
mit einer Diode des Types PDM-100-CTD (Micro Photon Devices) detektiert. Auch hier
wird der Detektionsstrahl mittels Linse (f=50 mm, Thorlabs, AC254-050-A-ML) auf die
aktive Fla¨che der APDs fokussiert. Der optische Aufbau ist zur Schwingungsda¨mpfung
auf einem aktiv geda¨mpften Tisch (Newport, RS 4000 und I-2000) aufgebaut. Mit Hilfe
von LabView konnte das Mikroskop und die einzelnen Komponenten in einer Softwa-
re vereint werden. Dies ermo¨glicht die Automatisierung von kompletten Messreihen
ohne Eingreifen des Operators. Durch die Implementierung einer Auswerteelektronik
fu¨r zeitkorrelierte Einzelphotonenza¨hlung eignet sich das System fu¨r die Messung von
Fluoreszenz-Lebensdauern. Bei der Konzeptionierung des Aufbaus wurde zudem auf die
modulare und daher einfache Implementierung eines optischen Resonators besonderen
Wert gelegt.
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Abbildung 5.6: Schematischer Aufbau des entwickelten Mikroskops fu¨r
Raumtemperaturexperimente.
5.3 Farbstoff Atto488 im stimmbaren Resonator
Die Mo¨glichkeit, die optischen Eigenschaften von Quantenemittern gezielt zu vera¨ndern,
ist eine der Grundvoraussetzungen fu¨r die Entwicklung von optisch nanoskaligen Gera¨ten
[15, 16]. Optische Resonatoren bilden dabei eine Mo¨glichkeit, die photonische Umgebung
eines Quantenemitters derart zu vera¨ndern, dass sich dessen Fluoreszenz-Eigenschaften
gezielt modifizieren lassen. Im Jahr 2005 wurden in der Arbeitsgruppe um Prof. Meixner
bereits λ/2-Resonatoren eingesetzt, um die Eigenschaften von einzelnen Quantenemittern
gezielt zu beeinflussen. Dabei konnte unter anderem gezeigt werden, dass sich durch die
Wechselwirkung des Emitters mit den longitudinalen Moden des Resonators sowohl die
spontane Emissionsrate durch den Purcell-Faktor um das bis zu Dreifache versta¨rken
bzw. unterdru¨cken la¨sst, als auch die Fluoreszenz-Spektren aufgrund der Spiegelabsta¨nde
gezielt vera¨ndert werden ko¨nnen [51, 59, 61, 89, 91, 92].
Auf diesen Vorarbeiten aufbauend beschreibt dieses Kapitel, basierend auf der Publikati-
on [111], die gezielte zeitliche und spektrale Vera¨nderung der vibronischen Relaxation
eines einzelnen Farbstoffs (Atto488) mit Hilfe eines Fabry-Pe´rot-Resonators (siehe Kapi-
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tel 3.3). So ko¨nnen durch unterschiedliche Spiegelabsta¨nde des Resonators sowohl das
Fluoreszenz-Spektrum als auch die radiativen U¨berga¨nge des Farbstoffs gezielt vera¨ndert
werden. Durch die lokalen optischen Modendichten des Resonators lassen sich die ein-
zelnen Banden der U¨berga¨nge darstellen, was im freien Raum durch die inhomogene
Verbreiterung nicht mo¨glich wa¨re. Die im freien Raum als auch im Resonator bei ver-
schiedenen Spiegelabsta¨nden aufgenommenen Spektren und Lebensdauern wertete dabei
Dr. Alexander Konrad mit Hilfe eines theoretischen Models [89, 112] aus. Dabei wurden
die detektierten spektralen und zeitaufgelo¨sten optischen Informationen mit dem Wel-
lenla¨ngen abha¨ngigen Purcell-Effekt korreliert. Dadurch konnten die strahlenden und
nicht-strahlenden Relaxationseigenschaften der angeregten Moleku¨le in Abha¨ngigkeit der
Resonatorstellung bestimmt werden. Abbildung 5.7a und b1-b3 stellen die vorhandenen
U¨berga¨nge im freien Raum und bei unterschiedlichen Spiegelabsta¨nden dar. Dabei wird
jeder einzelne U¨bergang mit Hilfe eines Gauss-Fits und den Parametern Amplitude,
spektrale Position und Halbwertsbreite beschrieben. Zudem kann durch die per Weiß-
lichttransmission bestimmte Resonatorkonfiguration der Purcell-Faktor berechnet werden
[89, 112, 113]. Wendet man nun den wellenla¨ngenabha¨ngigen Purcell-Faktor auf eine
vibronische Fluoreszenz-Bande an, erha¨lt man die daraus resultierende Vera¨nderung des
radiativen Zerfalls [111]. Mit Hilfe der gemessenen absoluten Zerfallsrate (Summe aus
strahlender und nicht-strahlender Rate) la¨sst sich damit der Anteil der nicht-strahlenden
Rate bestimmen [111]. Die Evaluierung durch einen Fit-Algorithmus la¨uft dabei nach
folgendem Schema: Zuerst werden die detektierten einzelnen U¨berga¨nge im Spektrum
angefittet und darauffolgend anhand der Resonatorstellung der Purcell-Faktor ermittelt.
Abschließend wird die Abweichung zwischen den gemessenen Spektren und Zerfallsraten
der Fluoreszenz im freien Raum und im Resonator mittels Fit-Algorithmus und Variation
der spektralen Gauss-Parameter und Quantenausbeute angepasst bzw. minimiert. Der
große Vorteil dieser Methode ist die Unaba¨ngigkeit der Anregungsleistung und die Anzahl
der detektierten Moleku¨le im fokalen Volumen. Daher ist die Intensita¨t der einzelnen vi-
bronischen Banden nur von dem Purcell-Faktor und dem gegebenen Intensita¨tsverha¨ltnis
im freien Raum abha¨ngig.
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Abbildung 5.7: a) Jablonski-Termschema mit Grundzustand X0 und angeregtem Zu-
stand X1 nach [111], vero¨ffentlicht von ”
The Royal Society of Chemistry“. Nach der
Absorption (violetter Strich) in den vibronisch und elektronisch angeregten Zustand
X1′ relaxiert das System zu X1. Das endgu¨ltige Relaxieren in den Grundzustand
kann u¨ber mehrere strahlende (k1r, k2r und k3r) U¨berga¨nge oder nicht radiativ
ablaufen. Dabei kann jeder U¨bergang mittels Gauss-Fit beschrieben werden. Die
Wahrscheinlichkeit eines U¨bergangs ist durch die Pfeildicke dargestellt. b1-3) Einfluss
des Spiegelabstandes des Resonators auf die strahlenden U¨berga¨nge.
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5.3.1 Experimenteller Teil und Probenpra¨paration
Sowohl die Experimente im freien Raum als auch im Resonator wurden mit Hilfe des
in Kapitel 5.2 beschriebenen konfokalen Mikroskops durchgefu¨hrt. Ein Tropfen (40
µl) einer wa¨ssrigen Lo¨sung aus Atto488-Moleku¨len mit einer Konzentration von ca.
1 × 10−7 wurde mit einer 4% PVA-Lo¨sung gemischt und per Spin-Coating (5 min bei
6000 Umdrehungen/min) auf ein mit Chromschwefelsa¨ure (mehrfach gespu¨lt mit Tri-Dest
und Methanol) gereinigtes Deckglas (Menzel 22x22 mm, Thermo Fisher Scientific, USA)
aufgetragen. Dadurch konnte ein du¨nner Film des Farbstoffmoleku¨ls Atto488 aufgetragen
werden. Die Strukturformel sowie optischen Eigenschaften des Farbstoffmoleku¨ls Atto488
sind in Abbildung 5.8 dargestellt. Der Farbstoff Atto488 wurde aufgrund seiner hohen
Quantenausbeute gewa¨hlt. Zudem ist er aufgrund seines monoexponentiellen Zerfalls im
Nanosekundenbereich durch den Purcell-Effekt manipulierbar. Fu¨r die Experimente im
Resonator wurden ein Deckglas (Menzel 22x22 mm) sowie eine konvexe Linse (Thorlabs,
LA1433, f=150 mm, R=77,3 mm) mittels Elektronenstrahlverdampfer (Edwards, EB3) mit
einer reflektierenden Schicht aus 1 nm Chrom, 40 nm (Deckglas) und 60 nm (Linse) Silber,
1 nm Gold und 80 nm SiO2 beschichtet. Die verwendeten Linsen (Thorlabs, LA1433,
f=150 mm, R=77,3 mm) wurden zuvor mit Methanol und dreifach destilliertem Wasser
gru¨ndlich gereinigt. Da der Radius der Spiegel um einiges gro¨ßer als der Spiegelabstand und
der Radius des Lasers ist, kann der Resonator als plan-paralleler Fabry-Pe´rot-Resonator
angesehen werden. Nach der Beschichtung des Deckglases mit einer reflektierenden Schicht
wurde die Atto488-PVA-Lo¨sung wieder (per Spin-Coating) aufgetragen. Anschließend
wird die Linse an einem piezoelektrischen Halter (Thorlabs, KC1-T-PZ) fixiert, um
den Resonatorabstand reproduzierbar einstellen und kontrollieren zu ko¨nnen (siehe
Abbildung 5.9). Durch die Beleuchtung des Resonators mit einer Weißlicht-LED kann
mittels Transmissionspektrum der Abstand der Spiegel bestimmt werden. Der genaue
Aufbau des Resonators ist in Abbildung 5.9 dargestellt. Um die Fluoreszenz-Spektren
und Zerfallskurven bei verschiedenen Resonatorabsta¨nden aufzunehmen, wurde die Probe
mittels eines Scan-Tischs lateral durch den beugungsbegrenzten Laserfokus geschoben.
Dieser Messablauf (genauer in Kapitel 5.3.2 beschrieben) wurde durch ein Labview-
Programm von Dr. Alexander Konrad vo¨llig automatisiert betrieben.
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Abbildung 5.8: Strukturformel (oben) und Absorptions- sowie Fluoreszenzsspektrum
(unten) des Farbstoffmoleku¨ls Atto488 [114].
59
5 Konfokale Mikroskopie bei Raumtemperatur - Aufbau und Experimente
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
A 
A 
C 
B 
LED 
NA 1.46 
E 
D 
Abbildung 5.9: Schematischer Aufbau des Resonators mit weißer LED zur Messung
der Weißlichtransmission nach [111](supplementary information), vero¨ffentlicht von
”
The Royal Society of Chemistry“. 1: Deckglas, 2: 1 nm Chrom, 3: 40 nm Silber, 4:
1 nm Gold, 5: 80 nm SiO2, 6: 1 nm Gold, 7: 60 nm Silber, 8: 1 nm Chrom, 9: Linse
mit Brennweite f=150 mm, A: Piezo-Aktuatoren in Spiegelhalter (B), C: Probe, D:
PVA-Wasser Gemisch, E: Scan-Tisch (vergleiche Kapitel 5.2).
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5.3.2 Ergebnisse
Mit einer 488 nm Laserdiode mit Laserpulsbreite von 100 ps und einer Wiederholungsrate
von 40 MHz wurden eine Vielzahl von konfokalen Fluoreszenz-Spektren und Lebensdauern
bzw. -Zerfallsraten der Atto488-Moleku¨le aufgenommen. Die gesammelten Daten wurden
mittels Fit-Algorithmus ausgewertet. Abbildung 5.10 zeigt das gemessene Fluoreszenz-
Spektrum eines Atto488-Farbstoffs in einer PVA-Matrix. Das gemessene Spektrum (rote
Kurve) kann dabei als Superposition dreier Gauss-Fits (schwarz gestrichelte Kurven),
welche jeweils einen vibronischen U¨bergang darstellen, beschrieben werden. Die Summe
dieser vibronischen Banden stellt die schwarze Linie dar. Zudem wird der Einfluss eines
Resonators mit Spiegelabstand von 540 nm (grauer Lorentz-Fit) beschrieben. Dabei
zeigt die blaue gestrichelte Kurve den Purcell-Effekt, welcher Anhand des Weißlicht-
Transmissionsspektrums berechnet wurde [111]. Die rot gepunktete Linie beschreibt
die Detektionsfunktion, welche die winkelabha¨ngige Emission des Quantenemitters im
Resonator und die NA des Objektivs beru¨cksichtigt. Durch den Purcell-Effekt ist deut-
lich zu erkennen, dass die vibronischen Banden gegenu¨ber dem freien Raum beeinflusst
werden. Die Bande bei 549 nm wird bei dieser Resonatorkonfiguration nahezu vollsta¨ndig
unterdru¨ckt, wohingegen die Bande bei 530 nm deutlich versta¨rkt wird. Mit Hilfe des
Spektrums im freien Raum sowie des Purcell-Effekts und unter der Beru¨cksichtung der
Detektionsfunktion konnte das modifizierte Spektrum errechnet werden.
Abbildung 5.11 zeigt den Vergleich der Fluoreszenz-Spektren zwischen gemessenen und
simulierten Werten bei unterschiedlichen Spiegelabsta¨nden bzw. resonanten Wellenla¨ngen
(500-590 nm) des Resonators. Die grauen Punkte beschreiben den Lorentz-Fit der Weiß-
lichttransmission, welche kurz vor dem Fluoreszenz-Signal aufgenommen wurden. Jedes
Spektrum wurde aus denselben vibronischen Gauss-Banden aus Abbildung 5.10 zusam-
mengesetzt und fu¨r jede resonante Wellenla¨nge bzw. dessen Purcell-Effekt berechnet.
Abbildung 5.12a stellt Zerfallskurven des Atto488-Farbstoffs im freien Raum sowie im
Resonator dar. Diese ko¨nnen als monoexponentielle Kurven durch eine Faltung aus der
Modelfunktion mit der IRF beschrieben werden. Eine Auswertung der experimentellen
Zerfallskurven in Abha¨ngigkeit der Resonanzwellenla¨nge ergibt eine erho¨hte Zerfallsrate
gegenu¨ber den Experimenten ohne Resonator. Abbildung 5.12b zeigt die Zerfallsraten
(rote Kreise) und Abbildung 5.12c die jeweiligen berechneten Erho¨hungsfaktoren der
einzelnen strahlenden und nicht-strahlenden U¨berga¨nge.
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Abbildung 5.10: Ensemble Fluoreszenz-Spektrum (rote Kurven) von Atto488 im freien
Raum (oben) und bei der Resonanzwellenla¨nge von 540 nm (unten) zusammen mit
drei Gaussfunktionen (schwarze gestrichelte Kurven) nach [111], vero¨ffentlicht von
”
The Royal Society of Chemistry“. Die drei Gauss-Fits im Resonator resultieren
aus der Anwendung des Purcell-Faktors (blau) und der winkelsensitiven Detekti-
onsfunktion (rot) auf die drei urspru¨nglichen Gaussfunktionen. Die graue Fla¨che
beschreibt die Weißlichttransmission (Lorentz-Fit). Die gaussfo¨rmigen spektralen
Banden im freien Raum werden durch den Resonator charakteristisch verzerrt und
das Intensita¨tsverha¨ltnis vera¨ndert.
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Abbildung 5.11: Gemessene (oben) und simulierte Fluoreszenz-Spektren-Serie (unten)
des Atto488-Farbstoffs als Konturplot bei variablen Resonatorwellenla¨ngen nach
[111], vero¨ffentlicht von
”
The Royal Society of Chemistry“. Die Simulation basiert
auf den jeweiligen Purcell-Faktoren und einer gea¨nderten Detektionseffizienz der drei
Banden des Spektrums im freien Raum.
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Abbildung 5.12: a) Fluoreszenz-Zerfallskurven von Atto488 im freien Raum (graue
Rauten) und bei den Resonanzwellenla¨ngen 510 nm (blaue Dreiecke) und 560 nm
(gru¨ne Kreise) nach [111], vero¨ffentlicht von
”
The Royal Society of Chemistry“. Die
Kurven sind mit monoexponentiellen Kurven und der Faltung der Instrumentenfunk-
tion (IRF, schwarze Linie) gefittet (rote Kurven). Die Fluoreszenz-Zerfallskurven
(rot) wurden durch die Faltung der IRF (schwarze Linie) mit verschiedenen monoex-
ponentiellen Zerfallskurven gefittet. Dabei konnten folgenden Zerfallsraten bestimmt
werden: im freien Raum (grau): 0, 31 ns−1, im Resonator bei Weißlichttransmission
bei 510 nm (blau): 0, 41 ns−1 und im Resonator bei Weißlichttransmission bei 560 nm
(gru¨n): 0, 55 ns−1. b) Relaxationsraten eines Atto488-Farbstoffs als Funktion der
Resonanzwellenla¨nge nach [111], vero¨ffentlicht von
”
The Royal Society of Chemistry“.
Dabei stellen die roten Kreise die experimentell bestimmten und die blaue Kurve die
berechneten Werte dar. Bestimmt wurden diese Gro¨ßen durch monoexponentielle Fits
von TCSPC-Histogrammen. Die Summe der einzelnen radiativen Ratenkonstanten
(gru¨n, blau und rote Linien) und nichtradiativen Ratenkonstanten (grau) ergeben die
blaue Linie, welche die Simulation der experimentell bestimmten Messwerte darstellt.
c) Berechnete Erho¨hungsfaktoren in Abha¨ngigkeit der Resonanzwellenla¨nge fu¨r die
strahlenden und nicht-strahlenden U¨berga¨nge nach [111], vero¨ffentlicht von
”
The
Royal Society of Chemistry“.
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5.3.3 Diskussion
Die Bestimmung der Fluoreszenz-Eigenschaften in Form von Spektren bzw. Lebensdauern
ist durch das Pha¨nomen der inhomogenen Verbreiterung nicht einfach zu realisieren.
So ko¨nnen Fluoreszenz-Spektren des Atto488-Farbstoffs mit verschiedenen strahlenden
U¨berga¨ngen vom angeregten Zustand in den Grundzustand aufgrund dieser inhomoge-
nen Verbeiterung nicht ohne weiteres aufgelo¨st werden. Dieser Effekt wird gewo¨hnlich
durch Messungen an Einzelmoleku¨len oder bei tiefen Temperaturen (Kapitel 6.1) um-
gangen. In diesem Fall erlaubt die Verwendung von Fabry-Pe´rot-Resonatoren durch die
gezielte Modifikation von Quantenemittern auch Messungen im Ensemble, da durch die
externe Sto¨rung die inhomogene Verbreiterung unterdru¨ckt wird. Von ausgesprochener
Wichtigkeit ist dabei, dass die Sto¨rung des Resonators jederzeit bekannt ist, realisierbar
durch die Aufnahme von Weißlichttransmissionsspektren. Eine weitere Schwierigkeit
ist die Mo¨glichkeit, dass Emitter strahlungslos aus dem angeregten in den Grundzu-
stand relaxieren ko¨nnen, was mit unseren optischen Mo¨glichkeiten nicht detektierbar
ist. Die experimentell bestimmte Fluoreszenz-Lebensdauer repra¨sentiert dabei nur die
totale Relaxationsrate des angeregten Zustandes. Bei diesen Experimenten konnte be-
obachtet werden, dass bei großer U¨berlappung zwischen Emitterfluoreszenz und dem
Purcell-Faktor eine deutliche Verku¨rzung der Lebensdauer des angeregten Zustandes
im Vergleich zum freien Raum eintritt. Bei geringer werdendem Spiegelabstand erkennt
man zudem (Abbildung 5.12c) die Erho¨hung der nicht-strahlenden Rate aufgrund von
reduziertem Emitter-Metallspiegelabstand. Aufgrund des erho¨hten Nahfeldeffekts bei
geringeren Spiegelabsta¨nden und der resultierenden erho¨hten Quenching-Gefahr muss
von einem erho¨hten nicht-strahlenden Zerfall ausgegangen werden. Als Na¨herung wurde
die nicht-strahlende Rate in Abha¨ngigkeit der resonanten Spiegelabsta¨nde mit Hilfe der
r−3 berechnet. Die experimentell bestimmten Zerfallsraten passen so sehr gut zu den
Superpositionen der einzelnen Relaxationsprozesse, bestehend aus den drei strahlenden
und der nicht-strahlenden Komponente.
Fu¨r die Vera¨nderung der strahlenden und nicht-strahlenden Relaxationsprozesse von
Emittern sind neben Fernfeldeffekten [51, 115–118] wie den Resonatoren, sowohl Nahfeld-
effekte durch Nanopartikel [59, 119, 120], Nanostrukturen [121, 122], Oberfla¨chen [123]
und weitere [91, 92, 110, 124] aus der Literatur bekannt. Nachteilig bei der Verwendung
von Nano-Antennen kann das Quenchen bzw. die chemische Degradierung der Quante-
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nemitter sein [125, 126]. Zudem ist eine genaue Positionierung der Nano-Antennen im
Umfeld des zu untersuchenden Emitters nur schwer mo¨glich bzw. kontrollierbar. Anhand
der Experimente konnte gezeigt werden, dass sich das Spektrum des Atto488-Farbstoffs
mit Hilfe eines Resonators u¨ber einen großen spektralen Bereich mit hoher Auflo¨sung
stimmen und simulieren la¨sst. Dabei konnten die Relaxationseigenschaften des angeregten
Farbstoffs in Abha¨ngigkeit der Resonatorstellung sowohl spektral als auch zeitaufgelo¨st
bestimmt und miteinander korreliert werden. Sowohl der Einfluss des Resonators auf
unser Quantensystem, als auch das Verhalten der nicht-strahlenden Rate stimmt mit der
Literatur u¨berein [89, 118, 119, 127–130].
5.4 FRET im durchstimmbaren Resonator
Der Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer (FRET) ist einer der prominentesten Energietransfer-
Mechanismen, welcher in der Natur z.B. bei der Photosynthese [131] oder in der Biologie
zur Bestimmung kleiner Distanzen verwendet wird [39, 110]. Die Grundlagen des FRET-
Prozesses wurden bereits in Kapitel 5.1.3 ausfu¨hrlich behandelt. Im Jahre 2014 wurde in
der Arbeitsgruppe um Prof. Meixner der Einfluss eines λ/2-Resonators (siehe Kapitel 3.3)
auf den Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer bzw. dessen Effizienz untersucht [91]. Die von
den Spiegelabsta¨nden des Resonators abha¨ngige spektrale optische Modendichte fu¨hrte zu
einer Vera¨nderung der strahlenden Rate des Donors bzw. Akzeptors. Dadurch wurde die
FRET-Effizienz des Proteins DsRed, also die Wahrscheinlichkeit eines Energietransfers,
nach Gleichung 5.14 vera¨ndert. So konnte gezeigt werden, dass durch gezielte Variation
der kontinuierlichen Anregungsleistung und Spiegelabsta¨nde eine FRET-Effizienz zwi-
schen 50% und 75% pra¨zise eingestellt werden kann. Die Transferraten-Konstante kt, ein
Nahfeld-Effekt, welcher die Sta¨rke der Dipol-Dipol-Kopplung ausdru¨ckt, konnte durch den
Weitfeld-Effekt des Resonators nicht beeinflusst werden. Unter dem Einfluss der lokalen
Modendichte des Resonators (LDOS) konnten in der Literatur weitere Experimente u¨ber
die A¨nderung der Transferraten-Konstante rechechiert werden. Die darin gezeigten Resul-
tate liefern widerspru¨chliche Schlussfolgerungen. Hier ist zum einen von keiner [132, 133]
oder einer linearen [90, 134, 135] Abha¨ngigkeit der Transferraten-Konstante zu lesen.
Der Hauptgrund hierfu¨r ist unter anderem in der Probenpra¨paration der FRET-Probe
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auszumachen, welche wa¨hrend der Messung den Abstand zwischen beiden Chromophoren
a¨ndert und so unterschiedliche Transferraten-Konstanten liefert. Auf diesen Vorarbeiten
und Erkenntnissen aufbauend beschreibt dieses Kapitel, basierend auf der Publikati-
on [92], Experimente u¨ber die Dynamik eines Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer zweier
Fluorophore in einem λ/2-Resonator um dessen Einfluss auf die FRET-Transferraten-
Konstante zu bestimmen. Das FRET-Paar besteht dabei aus einzelnen Atto488- und
Atto590-Farbstoffen, welche u¨ber einen DNS-Strang miteinander verbunden sind, wodurch
ein konstanter Abstand gewa¨hrleistet werden konnte. Der genaue Aufbau des FRET-
Paares wird im na¨chsten Kapitel (5.4.1) erla¨utert. Die beiden Farbstoffe wurden gewa¨hlt,
da sie eine große spektrale U¨berlappung der Donoremission und Akzeptorabsorption
aufweisen, was zu einem effizienten Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer fu¨hrt (siehe Kapi-
tel 5.1.3). Ziel dieses Experiments war es, die spektralen und zeitlichen Eigenschaften
von FRET-gekoppelten Modellsystemen zu charakterisieren und durch den Einfluss der
photonischen Zustandsdichte eines Fabry-Pe´rot-Resonators zu steuern. Genauso sollte
die Frage gekla¨rt werden, ob durch Variation des Spiegelabstandes des Resonators der
Energietransfer von einem Donor- zu einem Akzeptor-Moleku¨l gezielt kontrolliert werden
kann. Eingebettet in einen λ/2-Resonator und durch die Variation der spektralen Moden
des Resonators (Vera¨nderung des Spiegelabstandes) konnten die radiativen Eigenschaften
der einzelnen Fluorophore und somit die FRET-Effizienz gezielt vera¨ndert werden. Dazu
wurde der radiative Zerfall des Donors in Form von Histogrammen zur Bestimmung der
Fluoreszenz-Lebensdauer in Abha¨ngigkeit des Spiegelabstandes bestimmt und mit den
Fluoreszenz-Lebensdauern im freien Raum verglichen. Dies konnte durch die gepulste
Laseranregung im Gegensatz zur cw-Anregung in den Vorarbeiten [91] realisiert werden.
Die Transferraten-Konstante wurde u¨ber das Ratengleichungsmodels bzw. einer Na¨herung
des Ratengleichungsmodels bestimmt [91, 92]. So konnte mit diesem Experiment auf
Einzelmoleku¨lniveau gezeigt werden, dass sich mittels Fabry-Pe´rot-Resonator zwar die
FRET-Effizienz gezielt vera¨ndern la¨sst, hingegen die FRET-Transferraten-Konstante
nicht.
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5.4.1 Experimenteller Teil und Probenpra¨paration
In Zusammenarbeit mit der Firma Biomers aus Ulm wurde ein spezielles FRET-System,
bestehend aus Atto488- (Donor, Atto-Tec, Siegen) und Atto590-Farbstoffen (Akzeptor,
Atto-Tec, Siegen), entwickelt. Die Strukturformel sowie optischen Eigenschaften des
Farbstoffmoleku¨ls Atto590 sind in Abbildung 5.13 dargestellt (Eigenschaften Atto488,
siehe Abbildung 5.8). Fu¨r das Koppeln der Farbstoffe wird ein Atto590-Moleku¨l u¨ber
Abbildung 5.13: Strukturformel (oben) und Absorptions- sowie Fluoreszenzsspektrum
(unten) des Farbstoffmoleku¨ls Atto590 [136].
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ein Linker an das 5’ Ende eines DNS-Strangs und an denselben Strang genauer an
die 8. Base (Thymin), ebenfalls u¨ber ein Linker, wird ein Atto488-Moleku¨l gebunden
(siehe Abbildung 5.14). Dies ergibt einen definierten Abstand von ca. 5 nm, verbunden
an einem DNS-Strang, stabilisiert mit einem komplementa¨r hybridisierten DNS-Strang,
welcher die Festigkeit des kompletten Systems gewa¨hrleistet. Auf diese Weise soll der
Abstand der Fluorophore wa¨hrend der Messung konstant bleiben, da falsch hybridisierte
FRET-Paare oder einzelne Farbstoffmoleku¨le vermieden werden. Nur dadurch ko¨nnen re-
produzierbare und aussagekra¨ftige Ergebnisse u¨ber die FRET-Transfer-Raten-Konstante
erzielt werden, da diese maßgeblich vom Abstand der beiden Fluorophore zueinander
abha¨ngig ist. Der Donor des FRET-Paares (Atto488) sowie das FRET-Paar wurden
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Abbildung 5.14: a) Schema des FRET-Paares gebunden an einem DNS-Strang nach
[92], vero¨ffentlicht von
”
The Royal Society of Chemistry“. Dabei ist der blaue DNS-
Strang an der 8. Base mit dem Atto488 und an dem 5’-Ende mit dem Atto590
gelabelt. Der schwarze DNS-Strang dient dabei lediglich zur Stabiliserung des FRET-
Abstandes. b) zeigt den Linker zwischen Atto590 und der Thymin-Base. c) Linker
des 5’-Endes und Atto488.
sowohl im freien Raum als auch im Resonator untersucht. Daher wurden fu¨r vier un-
terschiedliche Experimente zwei verschiedene Proben hergestellt, welche dann fu¨r das
jeweilige Experiment pra¨pariert wurden. Diese Proben wurden beide mittels dreifach
destilliertem Wasser auf eine Konzentration von ca. 10×10−9 verdu¨nnt, um die Detektion
der Fluoreszenz-Spektren und Zerfallsraten einzelner Atto488-Farbstoffen und einzelner
FRET-Paare zu gewa¨hrleisten. Ein Deckglas (Menzel, Thermo Fisher Scientific, USA),
welches fu¨r mindestens 24 Stunden in Chromschwefelsa¨ure getaucht war und abschließend
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mehrfach mit Methanol und Tri-Dest gereinigt wurde, wird mit der Donorfarbstofflo¨sung
oder der FRET-Lo¨sung pra¨pariert. Dazu wird den jeweiligen Lo¨sungen im Verha¨ltnis
1:1 eine 4% Polyvinylalkohol-(PVA)-Lo¨sung hinzugegeben und diese Mischung mittels
Rotationsbeschichter bei 6500 Umdrehungen fu¨r 1 min beschichtet. Die Polymerisation
des PVA garantiert, dass die Farbstoffmoleku¨le wa¨hrend der Detektion nicht driften und
unterdru¨cken eine Konformationsa¨nderung. Fu¨r die Pra¨paration der Probe im Resonator
gelten a¨hnliche Schritte. Die Behandlung des Deckglases ist identisch, die verwendeten
Linsen (Thorlabs, LA1433, f=150 mm, R=77,3 mm) werden mit Methanol und dreifach
destilliertem Wasser gru¨ndlich gereinigt. Nach dem Beschichten der Linse und des Deck-
glases mittels Elektronenstrahlverdampfens (Edwards, EB3) in der Schichtfolge 1 nm
Chrom, 40 nm Ag, 1 nm Au und 80 nm SiO2 fu¨r das Deckglas sowie 1 nm Chrom, 60 nm
Ag, 1 nm Au werden die Lo¨sungen wieder mittels Rotationsbeschichter auf das Deckglas
aufgetragen. Die Konvexlinse wurde an einem piezoelektrischen Halter (Thorlabs, KC1-
T-PZ) fixiert, um den Resonatorabstand reproduzierbar einzustellen und zu bestimmen.
Zu jedem Abstand wurde durch Beleuchtung des Resonators mit einer Weißlicht-LED
ein Weißlicht-Transmissionsspektrum aufgenommen, um den Abstand zu kontrollieren.
Der genaue Aufbau des Resonators ist in Abbildung 5.15 dargestellt. Da der Radius
der Spiegel um einiges gro¨ßer als der Spiegelabstand und der Radius des Lasers ist,
kann der Resonator als plan-paralleler Fabry-Pe´rot-Resonator angesehen werden. Um die
Fluoreszenz-Spektren und Zerfallskurven bei verschiedenen Resonatorabsta¨nden aufzu-
nehmen, wurde die Probe mittels eines Scan-Tischs lateral durch den beugungsbegrenzten
Laserfokus geschoben.
5.4.2 Ergebnisse
Die konfokal aufgenommenen Fluoreszenz-Spektren und u¨ber TCSPC bestimmten Le-
bensdauern wurden mit einer 488 nm Laserdiode mit einer Laserpulsbreite von 100 ps
und einer Wiederholungsrate von 40 MHz aufgenommen. Dabei wurde der Resonator oder
der einzelne Farbstoff mit Hilfe des in Kapitel 5.2 beschriebenen konfokalen Mikroskops
sowohl spektral in Form von Transmissionspektren des Resonators sowie die Fluoreszenz-
Spektren der Farbstoffe (Spektrograph mit CCD-Kamera) als auch die Lebensdauern
des Atto488-Farbstoffs untersucht. Mit Hilfe einer
”
scanning stage“, auf der sowohl die
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Abbildung 5.15: Schematischer Aufbau des Resonators mit weißer LED zur Messung der
Weißlichttransmission nach [92], vero¨ffentlicht von
”
The Royal Society of Chemistry“.
1: Deckglas, 2: 1 nm Chrom, 3: 40 nm Silber, 4: 1 nm Gold, 5: 80 nm SiO2, 6:
1 nm Gold, 7: 60 nm Silber, 8: 1 nm Chrom, 9: Linse mit Brennweite f=150 mm,
A: Piezo-Aktuatoren in Spiegelhalter (B), C: Probe, D: PVA-Wasser-Gemisch, E:
Scan-Tisch (vergleiche Kapitel 5.2).
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Probe im freien Raum als auch im Resonator fixiert war, und einer von Dr. Alexander
Konrad geschriebenen Labview-Routine konnten u¨ber 10.000 Probenvolumina gro¨ßtenteils
automatisiert aufgenommen werden. So werden die einzelnen Proben (1. einzelner At-
to488 im freien Raum, 2. einzelner Atto488 im Resonator, 3. FRET im freien Raum, 4.
FRET im Resonator) nach erfolgter Aufnahme eines Fluoreszenz-Spektrums und der
Lebensdauer bzw. im Falle einer Messung im Resonator nach zusa¨tzlicher Detektion eines
Transmissionsspektrums automatisch um einen Mikrometer lateral verschoben. Durch die
Verwendung eines Bandpassfilters (Transmission im Bereich 520-540 nm) vor der APD
konnte so nur die Lebensdauer des Donors gemessen werden. Zuna¨chst wurde hierfu¨r der
Resonator auf etwa einen Spiegelabstand von 500 nm eingestellt, was mit Hilfe des Trans-
missionsspektrums des Resonators u¨berpru¨ft werden konnte. Danach wurde sowohl (u¨ber
die APD) die Zerfallsrate des Donors (Bandpass vor der APD verhindert die Detektion
des Akzeptors) als auch die spektrale Emission des FRET-Paares detektiert. Abbildung
5.16 zeigt gemittelte Spektren des FRET-Paares sowohl ohne Resonator als auch mit
Resonator mit verschiedenen Absta¨nden. Dabei zeigen die schwarzen Lorentz-Fits die
jeweilige Weißlichttransmission des Resonators an. So ko¨nnen die Banden um 528 und
560 nm dem Donor und die Bande um 620 nm dem Akzeptor zugeschrieben werden.
Bis zu einem Abstand des Resonators von ca. 580 nm bleiben die Emissionsbanden des
Akzeptors vollsta¨ndig unterdru¨ckt. Erst ab einer Transmissionswellenla¨nge von 600 nm
des Resonators ist die Seitenbande des Donors und des Akzeptors deutlich zu sehen.
Dieses Verhalten stimmt mit der Resonanzbedingung der Fluoreszenz-Emission eines
Quantenemitters innerhalb eines Resonators u¨berein [89, 113, 137]. Abbildung 5.17a und
b zeigen den Fluoreszenz-Zerfall von einzelnen Donormoleku¨len und FRET-Paaren sowohl
im freien Raum als auch im Resonator (Transmissionswellenla¨nge von 530 nm). Beide
Zerfallskurven ko¨nnen sehr gut durch die Faltung einer monoexponentiellen Modelfunk-
tion mit der IRF beschrieben werden. Nach ca. 800 FRET-Paar-Messungen und 1200
Donormessungen und somit einer Vielzahl von aufgenommenen Zerfallsraten des reinen
Donors als auch mit Akzeptor konnte nach kDA = kD + kT die FRET-Transferraten-
Konstante kT bestimmt werden, was in Abbildung 5.17c dargestellt wird. So ist die
Zerfallsrate kD = 0, 309 ± 0, 016 ns−1, fu¨r kDA = 0, 524 ± 0, 137 ns−1 und die FRET-
Effizienz nach E = kT /[k
D + kT ] = 0, 448± 0, 083. Da τ = 1k gilt sind die Lebensdauern
des reinen Donors (kD) 3,2 ns und die durch den zusta¨tzlichen Relaxationskanal redu-
zierte Lebensdauer des FRET-Paar-Donors (kDA) nur noch 1,9 ns. Abbildung 5.17d
72
5.4 FRET im durchstimmbaren Resonator
Weißlichttransmission 
FRET Emission 
500 550 600 650 
Wellenlänge / nm 
In
te
n
s
it
ä
t 
/ 
a
.u
. 
  
500 550 600 650 
Wellenlänge/ nm 
FRET Emission freier 
Raum 
bandpass 
Donor 
AKzeptor 
Abbildung 5.16: Oben: Fluoreszenz-Spektrum des FRET-Paares Atto488 und Atto590
im freien Raum nach [92], vero¨ffentlicht von
”
The Royal Society of Chemistry“.
Grau markiert ist dabei der Bandpassfilter, der vor der APD platziert ist, um nur
die Photonen des Donors zu detektieren und bestimmen zu ko¨nnen. Die weiteren
Spektren zeigen dasselbe FRET-Paar in einem Resonator bei unterschiedlichen
Spiegelabsta¨nden, was durch die schwarze Linie (Transmissionsmaximum) angedeutet
ist.
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Abbildung 5.17: nach [92], vero¨ffentlicht von
”
The Royal Society of Chemistry“. a):
Fluoreszenz-Zerfallkurven des reinen Donors (blau) als auch des Donors als Teil
eines FRET-Paares (gru¨n) im freien Raum, detektiert mit einem Bandpassfilter
von 520-540 nm. Somit werden nur die Photonen des Donors gemessen und daraus
der Fluoreszenz-Zerfall bestimmt. b): Fluoreszenz-Zerfallkurven des reinen Donors
(blau) als auch des FRET-Paares(gru¨n) im Resonator mit einem Spiegelabstand von
530 nm. Beide Fluoreszenz-Zerfa¨lle ko¨nnen durch einen monoexponentiellen Zerfall
beschrieben werden. Durch eine Faltung mit der IRF konnten so die Lebensdauern
bzw. Zerfallsraten des reinen Donors (τD) bzw. des FRET-Paares (τDA ) bestimmt
werden. c) Die Streuung der berechneten Zerfallsraten ist in Form eines Histogramms
dargestellt. Zudem werden die Transferraten in Form von braunen Balken dargestellt.
d) Lebensdauern in Abha¨ngigkeit des Spiegelabstandes im Resonator, oben des
reinen Donors (ohne Akzeptor) und unten mit Akzeptor unter der Annahme einer
konstanten Transferrate.
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zeigt die Lebensdauern in Abha¨ngigkeit des Spiegelabstandes im Resonator. Dabei folgt
der reine Donor sehr genau einem analytisch berechneten Profil in Abha¨ngigkeit des
Spiegelabstandes im Resonator [113]. Die Verteilung der Donor-Lebensdauern als Teil
eines FRET-Paares im Resonator ist auf die Variation der Transferraten-Konstante des
reinen FRET-Paares durch minimal unterschiedliche Absta¨nde bzw. Orientierungen der
beiden Farbstoffe zueinander zuru¨ckzufu¨hren. Die graue Linie in Abbildung 5.17d zeigt
die Lebensdauern des Donors im FRET-System unter der Annahme, dass sich kT im
Resonator nicht a¨ndert. Aufgrund der geringen Streuung des reinen Donorzerfalls und
dem mit diesem Aufbau nicht detektierbaren geringen Unterschied zwischen der mono-
exponentiellen Na¨herung und der numerischen Lo¨sung kann das Ratengleichungsmodel
durch kT (λres) = k
DA(λres) − kD(λres) vereinfacht werden. Dadurch konnten je nach
resonantem Resonatorabstand und fu¨r jedes kDa die Transferraten-Konstanten berechnet
werden (siehe Abbildung 5.18). Dabei wird zwischen den Bereichen der resonanten Reso-
natorwellenla¨nge < 570 nm und > 570 nm sowie dem freien Raum unterschieden. In dem
Bereich unter 570 nm ist der Donor in Resonanz, hingegen bei einer Wellenla¨nge gro¨ßer
570 nm befindet sich der Akzeptor in Resonanz. U¨ber die Histogramme der Abbildung 5.18
bestimmten Transferraten-Konstante kT liefern folgende Ergebnisse: Fu¨r kT (< 570 nm)
erhalten wir 0, 233± 0, 141 ns−1, fu¨r kT (> 570 nm) einen Wert von 0, 242± 0, 112 ns−1
und im freien Raum von kT (frei) = 0, 249± 0, 079 ns−1. Die Transferraten-Konstante
ist in Abbildung 5.18 gestrichelt eingezeichnet. Alle Histogramme bzw. darausfolgende
Gaussverteilungen verteilen sich um den Wert im freien Raum und sind zudem symme-
trisch und u¨berlappen sehr gut mit den Mittelwerten. Daher kann von keiner signifikanten
A¨nderung der Transferraten-Konstante im Resonator ausgegangen werden.
5.4.3 Diskussion
Die in diesen Experimenten bestimmten Transferraten-Konstanten sind wie im vorange-
gangen Kapitel gezeigt von der unterschiedlichen LDOS unabha¨ngig und sowohl im freien
Raum als auch im Resonator bei unterschiedlichen Spiegelabsta¨nden nahezu konstant. Es
konnte mittels zeitaufgelo¨sten und spektralen Fluoreszenz-Messungen gezeigt werden, dass
der Effekt der unterschiedlichen LDOS im Resonator nicht stark genug ist, um die Dipol-
Dipol-Kopplung zwischen dem FRET-Paar zu beeinflussen. Dies konnten aufgrund der
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Abbildung 5.18: Aus Abbildung 5.17 ermittelte Transferraten-Konstante (gelbe Kreise)
als Funktion des Spiegelabstandes im Resonator nach [92], vero¨ffentlicht von
”
The
Royal Society of Chemistry“. Dabei zeigt sich keine Wellenla¨ngenabha¨ngigkeit und
die bestimmten kT -Werte schwanken um den Wert im freien Raum (angedeutet durch
die gestrichelte Linie. Die berechneten Werte sind: kT (< 570 nm) = 0, 233± 0, 141,
kT (> 570 nm) = 0, 242± 0, 112, kT (frei) = 0, 249± 0, 079). Die Histogramme links
zeigen die Verteilung der Ratenkonstanten fu¨r Resonatorwellenla¨ngen kleiner 570
nm (schwarz) und gro¨ßer 570 nm (rot). Das Histogramm rechts repra¨sentiert die
Verteilung der Ratenkonstanten im freien Raum.
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speziell entwickelten FRET-Probe sowie dem weiter entwickeltem Mikroresonatoraufbau
in Kombination mit dem neuen konfokalen Mikroskopaufbau gezeigt werden. Haupt-
vorteil dieses Systems gegenu¨ber den bisherigen in der Literatur genannten Systemen
([133, 135, 138]) ist die Mo¨glichkeit, die LDOS in Echtzeit und gezielt durch Vera¨nderung
der Spiegelabsta¨nde an ein und demselben FRET-System oder Donor zu variieren und mit-
tels Transmissionsspektrum zu u¨berpru¨fen. Zudem konnte durch die Probenpra¨paration -
genauer durch Fixierung der Probe mittels PVA-Matrix - eine geometrische Vera¨nderung
(Orientierung und Abstand) des FRET-Paares verhindert bzw. unterdru¨ckt werden. Den
Beweis hierfu¨r liefert die Bestimmung der Zerfallsraten (Abbildung 5.17), welche mit
Hilfe eines monoexponentiellen Zerfalls beschrieben werden konnten. Vera¨nderungen
des FRET-Paares wa¨hrend der Messung oder die Detektion mehrerer FRET-Paare bzw.
Donoren wu¨rden zu einem multiexponentiellen Verhalten fu¨hren. Dies konnte durch
die Verdu¨nnung der Probe auf ca. 10× 10−9 ebenfalls vermieden werden. So kann ein
Mitteln der unterschiedlichen FRET-Parameter mehrerer FRET-Paare ausgeschlossen
werden. Das Design des FRET-Paares an einem DNS-Strang garantiert zudem, dass nur
Donormoleku¨le gemessen wurden, welche auch sicher mit einem Akzeptor verbunden
sind. Die große Streuung zwischen verschiedenen Paaren in der Transferraten-Konstante
(Abbildung 5.18) kann durch die minimal unterschiedlichen Orientierungen und Absta¨nde
bei der Vielzahl von verschiedenen gemessenen Probenvolumen erkla¨rt werden [139, 140].
Zudem entspricht die Streuung der Ergebnisse im Resonator denen im freien Raum. Das
spezielle Design des Resonators mit der genauen Piezosteuerung des Spiegelabstandes
bzw. der lateralen Messposition erlaubt pra¨zise Berechnungen der LDOS. Durch die
Pra¨paration einer du¨nnen PVA-Matrix und die als
”
Puffer“ wirkende (80 nm dicke)
Glasschicht auf den reflektierenden Schichten des Resonators ist ein Einfluss von auf den
Metallfla¨chen entstehenden Plasmonen (Nahfeldeffekt der Metalloberfla¨chen nimmt mit
r−3 ab), welches die Fluoreszenz-Lebensdauern verringern wu¨rde, ausgeschlossen bzw.
minimiert [127]. Dies konnte durch die U¨bereinstimmung der gemessenen und simulierten
Werte (Abbildung 5.17) besta¨tigt werden.
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5.5 Konfokale Mikroskopie an anisotropen
Siliziumdioxid-Partikeln
In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Mayer und seinem damaligen
Mitarbeiter Dr. Johannes Maisch am Institut fu¨r Anorganische Chemie der Univer-
sita¨t Tu¨bingen wurden bereits bestehende isotrope und neu synthetisierte anisotrope
Siliziumdioxid-(SiO2)-Partikel mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Die dazu in
diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse basieren auf der daraus entstandenen Publikation
[141]. Poro¨se und isotrope SiO2-Partikel stellen eine große Anwendungsplattform in
verschiedensten Richtungen wie Materialwissenschaften, Biotechnologie und Nanomedizin
sowie bei der Medikamentenentwicklung dar [142]. Die Gru¨nde hierfu¨r sind das hohe
Oberfla¨chenvolumen, große Porenvolumen und neben der fu¨r den menschlichen Organis-
mus nicht vorhandene Toxizita¨t die gleichzeitig gu¨nstige und oft auch einfache Herstellung
[141]. In den letzten Jahren sind anisotrope Partikel, also Partikel mit komplexer Form,
immer mehr in den Vordergrund geru¨ckt. Durch die Anisotropie sind unterschiedliche
Wechselwirkungen eines Partikels mit seiner Umgebung oder anderen Stoffen mo¨glich
[143, 144]. Sie zeichnen sich z.B. durch ein verbessertes Verhalten in biologischen Umge-
bungen aus, wodurch neue Anwendungsmo¨glichkeiten z.B. bei der Wirkungsweise von
Arzneimitteln entstehen [145]. Bisher erreichte anisotrope Partikel mu¨ssen aufwendig
in bis zu zehn Schritten und mit dem Nachteil von geringen Ausbeuten synthetisiert
werden [143, 146–150]. Der Arbeitsgruppe um Prof. Mayer gelang es, nichtporo¨se Partikel,
welche mittels Sto¨ber-Prozess ([151, 152]) hergestellt wurden, in einer Eintopf-Synthese
in Abha¨ngigkeit der Zentrifugengeschwindigkeit entweder in poro¨se isotrope (150 oder 280
Umdrehungen/min) oder poro¨se anisotrope Partikel (240-250 Umdrehungen/min), welche
ausschließlich aus SiO2 bestehen, zu u¨berfu¨hren. Erste Untersuchungen mit Hilfe der
Rasterelektronenmikroskopie (REM) und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
zeigen den Vergleich von isotropen und anisotropen Partikeln (siehe Abbildung 5.19).
Abbildung 5.19a-e zeigen dabei REM-Aufnahmen, wobei a und b die isotropen Partikel,
c, d und e die anisotropen Partikel darstellen. Das letzte Teilbild (Abbildung 5.19f) zeigt
eine TEM-Aufnahme eines anisotropen Partikels. Die im Durchschnitt 2,5 µm großen
Partikel zeichnen sich dadurch aus, dass sie aus einer SiO2-Kugel mit einem Durchmesser
von ca. 1,6 µm und angrenzender Halbkugel mit einer Gro¨ße von 0,9 µm bestehen. Der
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deutlich unterschiedliche Kontrast der TEM-Aufnahme zwischen großer Kugel und kleiner
Halbkugel sowie die Form des defekten Partikels (Abbildung 5.19e) lassen vermuten, dass
die Halbkugel hohl, die Kugel hingegen mit SiO2 gefu¨llt ist. Aufgrund der mesoporo¨sen
Struktur (siehe Abbildung 5.19d) des Partikels wurde zudem vermutet, dass sich auf der
Kugel z.B. Farbstoffmoleku¨le anlagern und in die Halbkugel diffundieren ko¨nnen. Der
letzendliche Beweis der hohlen Halbkugel und der gefu¨llten Kugel konnte anhand von
konfokaler Mikroskopie erbracht werden. Dabei wurden sowohl die isotropen als auch
die anisotropen Partikel mit Atto488-Moleku¨len pra¨pariert. Aufgrund der Gro¨ße der
Kugel und der ausschließlichen Mo¨glichkeit, dass Farbstoffmoleku¨le am Rand der Hu¨lle
angelagert werden ko¨nnen, muss der innere Bereich der Kugel in der Intensita¨t deutlich
vom Rand der Kugel abweichen, was die Kugel als Ring erscheinen la¨sst. Aufgrund der
theoretischen Auflo¨sungsgrenze (siehe Kapitel 3.4) bei einer Anregung mit einem 488 nm
Diodenlaser und einem O¨limmersionsobjektiv mit NA von 1,46 von 171 nm und der
experimentell bestimmten Auflo¨sungsgrenze von 274 nm ([153]) wa¨re die ca. 0,9 µm
große Halbkugel ebenfalls aufzulo¨sen. Wu¨rde die Halbkugel ebenfalls mit SiO2 gefu¨llt
und somit eine Diffusion der Farbstoffmoleku¨le in die Halbkugel nicht mo¨glich sein, wu¨rde
ebenfalls ein geo¨ffneter Ring und keine Halbkugel detektiert werden.
5.5.1 Probenpra¨paration
Die aus einer Eintopf-Synthese hergestellten isotropen und anisotropen Siliziumdioxid-
Partikel werden jeweils mit einer Farbstofflo¨sung (Atto488) und 50 µl einer 4% PVA-
Lo¨sung vermischt. Dazu werden 0,2 mg der Partikel eingewogen und mittels Eppendorf-
Pipette 50 µl einer 10−7 mol/l Farbstofflo¨sung hinzugegeben. Anschließend kommen
die Lo¨sungen fu¨r 10 min in ein Ultraschallbad, um die Absorption und Diffusion der
Farbstoffmoleku¨le in die mesoporo¨sen Hu¨lle und im anisotropen Partikel zusa¨tzlich
in die Halbkugel sicherzustellen. Abschließend wird ein Tropfen (1 ml) der jeweiligen
Partikello¨sung bei 350 Umdrehungen fu¨r 5 min auf ein mit dreifach destilliertem Wasser
und Methanol gereinigtem Deckglas (Menzel, 22 × 22 mm) rotationsbeschichtet. Dabei
wird die Konzentration der Farbstofflo¨sungen und Partikel so gewa¨hlt, dass mo¨glichst
einzelne Partikel mit geeigneter Anzahl an Farbstoffmoleku¨len detektiert werden ko¨nnen.
Das zugegebene Polymer PVA verhindert dabei das Clustern bzw. Verklumpen der
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Abbildung 5.19: REM- und TEM-Bilder der von der Arbeitsgruppe um Prof. Mayer
synthetisierten isotropen und anisotropen Partikel nach [141], abgebildet mit Ge-
nehmigung von
”
The Royal Society of Chemistry“. a+b) REM-Aufnahmen der
isotropen, runden und poro¨sen Partikel mit unterschiedlichen Vergo¨ßungen. c+d+e)
REM-Aufnahmen der anisotropen Partikel mit unterschiedlichen Vergo¨rßerungen. f)
TEM-Aufnahme eines anisotropen Partikels.
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Partikel. Das mit den SiO2-Partikeln pra¨parierte Deckglas wurde mit dem in Kapitel
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Abbildung 5.20: Konfokaler Aufbau fu¨r die Aufnahme der mit Farbstofflo¨sung
pra¨parierten anisotropen Siliziumdioxid-Partikel nach [141], abgebildet mit Geneh-
migung von
”
The Royal Society of Chemistry“.
5.2 und in Abbildung 5.20 beschriebenen Aufbau konfokal untersucht. Dazu wurde
die Probe mit Hilfe einer 485 nm Laser-Diode (PicoQuant, LDH-P-C-485) mit einer
durchschnittlichen Laserleistung von 1 µW angeregt, welche u¨ber einen Strahlenteiler
(AHF, F43-088) in Reflektion auf das Objektiv bzw. die Probe gelenkt bzw. fokussiert
wurde. Das von der Probe enthaltene Fluoreszenz-Signal wurde durch das gleiche Objektiv
wieder aufgenommen und durch den Strahlteiler transmittiert. Nach dem Pinhole (50 µm),
wie in Kapitel 5.2 beschrieben, wird das Laserlicht durch einen Langpassfilter geblockt
und das reine Fluoreszenz-Signal mit einem Emissionsmaximum bei 520 nm kann u¨ber
eine APD (Perkin Elmer, SPCM-AQRH) detektiert werden.
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5.5.2 Ergebnisse
Abbildung 5.21 zeigt konfokal aufgenommene Fluoreszenz-Bilder, welche in der Fokusebene
mit maximaler Intensita¨t aufgenommen wurden. Dies wurde anhand einer Fokusvariation
mit verschiedenen Fokuspositionen gewa¨hrleistet. Dabei kann die aus der REM-Aufnahme
Abbildung 5.21: Konfokale Aufnahmen eines isotropen Partikels (links) und eines
anisotropen Partikels (rechts) nach [141], abgebildet mit Genehmigung von
”
The
Royal Society of Chemistry“.
bestimmte Gro¨ße der Partikel, sowohl des isotropen (1,6 µm) als auch den des anisotropen
Partikels (2,5 µm), besta¨tigt werden. Wie aufgrund der REM- und TEM-Aufnahmen zu
erwarten war, beschreibt Abbildung 5.21 links aufgrund der Anlagerung der Atto488-
Moleku¨le an die mesoporo¨se Kugelhu¨lle ein kreisfo¨rmiges Muster. Abbildung 5.21 rechts
stellt den anisotropen Partikel dar. Dabei zeigt sich bei der großen Kugel das gleiche
Ergebnis wie bei dem isotropen Partikel. Die Anlagerung der Farbstoffmoleku¨le findet
hier ebenfalls nur an der Kugelhu¨lle statt. Anders in der kleinen Halbkugel, welche mit
Farbstoffen gefu¨llt erscheint. So ist, wie erwartet, eine vollfla¨chige Struktur mit erho¨hter
Intensita¨t zu erkennen. Um sicherzustellen, dass sich Farbstoffmoleku¨le auch innerhalb der
Halbkugel befinden, wurden konfokale Bilder in verschiedenen Fokusebenen aufgenommen.
Bei erfolgreicher Einlagerung mu¨sste ein Intensita¨tsmaximum (in z-Richtung) fu¨r das
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Kugelzentrum zu erkennen sein - bei erfolgloser Einlagerung hingegen zwei Maxima fu¨r
die beiden Pole. Abbildung 5.22 zeigt ein z-Scan, d.h. eine Variation der Fokusposition,
um insgesamt 2 µm in Intervallen von 0,5 µm. Dabei beschreibt die z-Position mit 2 µm
den Abstand der Detektionsebene von der Ausgangsebene mit der ho¨chsten Intensita¨t in
der Halbkugel. Diese Ebene halbiert die Halbkugel exakt in der Mitte und liefert deshalb
aufgrund der ho¨chsten Farbstoffkonzentration die ho¨chste Intensita¨t.
Abbildung 5.22: z-Scan eines anisotropen Partikels nach [141], abgebildet mit Geneh-
migung von
”
The Royal Society of Chemistry“.
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5.5.3 Diskussion
Die konfokale Mikroskopie an isotropen und anisotropen Siliziumdioxid-Partikeln, welche
mit Atto488-Farbstoffen eingefa¨rbt wurden, konnte erfolgreich durchgefu¨hrt werden. In ei-
nem ersten Versuch wurde das Experiment mit Atto590-Farbstoffmoleku¨len durchgefu¨hrt
und mit einem 532 nm Laser angeregt. Durch die Verwendung des Atto488 und demzu-
folge Anregung mit ku¨rzerer Wellenla¨nge konnte die Auflo¨sung weiter verbessert werden.
Der Farbstoff Atto488 wurde gewa¨hlt, da er mit der vorhandenen 485 nm Laserdiode im
optimalen Absorptionsbereich angeregt werden kann. Zudem ist er mit dem einfachen
Strahlteiler (vergleiche Kapitel 5.2) und seinem hohen Extinktionskoeffizient (9×104)
und hoher Fluoreszenz-Quantenausbeute (80%) auch in der Einzelmoleku¨ldetektion sehr
einfach zu detektieren. Ein erster Versuch ohne PVA-Lo¨sung und ho¨herer Partikelkonzen-
tration zeigte ein deutliches Verklumpen und Clustern der Partikel, was eine Orientierung
und Detektion der kleineren Hu¨lle unmo¨glich machte. Die Reduktion der SiO2-Partikel-
Konzentration in Kombination mit der Verwendung von PVA brachte den gewu¨nschten
Erfolg und ermo¨glichte die Detektion einzelner Partikel. Dabei werden die isotropen SiO2-
Partikel eindeutig und klar als Ringmuster dargestellt. Dies belegt, dass diese vollsta¨ndig
aus SiO2 bestehen, wodurch sich die Farbstoffe nur in der Hu¨lle einlagern ko¨nnen. Ein
Ergebnis, welches mit den REM- und TEM-Aufnahmen u¨bereinstimmt. Anders bei den
anisotropen Partikeln, welche in der Halbkugeln gefu¨llt mit Atto488-Partikeln eine Fla¨che
mit erho¨hter Intensita¨t und kein ringfo¨rmiges Muster darstellen. Der dreidimensionale
Scan aus Abbildung 5.22 mit der ho¨chsten Intensita¨t an einem einzelnen Maximum in
z-Richtung bei z=2 µm, also in der Mitte des Partikels, ist ein Beleg dafu¨r, dass die
Farbstoffmoleku¨le sich in der Mitte der Halbkugel in ho¨chster Konzentration aufhalten.
Dies markiert den endgu¨ltigen Beweis fu¨r die hohle Halbkugeln, was sich durch die
unterschiedlichen TEM-Intensita¨ten schon angedeutet hat.
5.6 Ausblick
Der vollsta¨ndige Neuaufbau dieses konfokalen Mikroskops mit der Implementierung zweier
gepulster Laser und der mo¨glichen Detektion von Spektren und Fluoreszenz-Lebensdauern
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ermo¨glicht eine Vielzahl weiterer Experimente. Die durchgefu¨hrte Wartung und Reparatur
des Kryostaten erlaubt durch das Installieren von Tieftemperatur-Piezo-Aktuatoren auch
Experimente bei tiefen Temperaturen. So wa¨re ein mo¨gliches Experiment die Kopplung
eines Einzelmoleku¨ls an den Resonator als Funktion bzw. in Abha¨ngigkeit der Temperatur
(von Raumtemperatur bis 1,6 K). Hierbei ließe sich untersuchen, inwiefern die reduzierte
Temperatur, und dadurch resultierende Verringerung der spektralen Linienbreite, Einfluss
auf die Kopplung zwischen Emitter und Resonatormoden nimmt. Zudem ko¨nnte der
Frage nachgegangen werden, ob sich mit Hilfe des Resonators die Emission der vibro-
nischen Banden zugunsten der Nullphononenlinie unterdru¨cken la¨sst. Untersuchungen
bei tiefen Temperaturen von einem FRET-Paar, wie das in Kapitel 5.4 beschriebene,
wu¨rden zu weiterem grundlegenden Versta¨ndnis des FRET-Prozesses fu¨hren. Dabei wa¨re
interessant, inwieweit sich Effizienz und Ratenkonstante der Energieu¨bertragung durch
eine verringerte Elektron-Phonon-Kopplung (bei tiefer Temperatur) vera¨ndern. Durch die
Implementierung einer optischen oder elektronischen Verzo¨gerungsstrecke (Delay-Line)
zur zeitlichen Regelung der Laserpulse ko¨nnten Pump-Probe-Experimente an einzelnen
FRET-Paaren durchgefu¨hrt werden. Durch die gepulste Anregung nach einem klassischen
Pump-Probe-Experiment kann eine Zeitauflo¨sung von wenigen Pikosekunden erreicht
werden. Experimentell realisiert wird dieses Experiment, indem der Anregungspuls aufge-
teilt und ein Teil des Lichts u¨ber eine Verzo¨gerungsstrecke auf die Probe geleitet wird.
Dabei bringt der erste Puls die Probe in einen definierten, angeregten Zustand. Mit dem
zweiten Puls wird dieser Zustand nach gegebener Zeit abgefragt.
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mit Immersion
Dieses Kapitel zeigt Tieftemperatur-Experimente, die eine Auflo¨sungssteigerung der
konfokalen Mikroskopie durch die spezielle Probenpra¨paration mit substituierter Im-
mersionsflu¨ssigkeit, basierend auf der Publikation [154], beschreiben. Dazu ist nach den
Auflo¨sungskriterien (siehe Kapitel 3.4) ein Objektiv mit mo¨glichst hoher numerischer
Apertur (NA) notwendig [155]. Allerdings war die konfokale Mikroskopie bei tiefen Tem-
peraturen bisher auf den Einsatz von einfachen Luftobjektiven mit einer maximalen
NA von 1 limitiert, was z.B. durch den Einsatz eines Parabolspiegels realisiert werden
konnte [156]. Bisherige Lo¨sungsansa¨tze die Auflo¨sung zu steigern sind die Fluoreszenz-
Mikroskopie mit der Elektronenmikroskopie zu kombinieren (CLEM, correlative light and
electron microscopy) [157–161]. Die dabei verwendeten Objektive bewegen sich in einem
NA-Bereich zwischen 0,7 und 0,95, wovon gro¨ßtenteils Objektive mit großem Arbeitsab-
stand (ca. 3 mm) eingesetzt werden, was sich nachteilig auf die optischen Abbildungen
auswirken kann. Ein Tieftemperaturaufbau, vero¨ffentlicht durch Le Gros et al., beschreibt
die Anregung im Weitfeld in Kombination mit Propan als Immersionsmedium [162].
Die beschriebenen Ansa¨tze haben gemein, dass sie die Auflo¨sung und Bildqualita¨t von
Fluoreszenz-Mikroskopie-Aufbauten bei Raumtemperatur nicht erreichen. Der Einsatz von
Immersionsobjektiven mit einer NA gro¨ßer 1 scheiterte bisher sowohl an der Pra¨paration
der Probe mit Immersionsmedium, als auch hauptsa¨chlich an der fehlenden Mo¨glichkeit,
Immersionso¨l aufgrund der physikalischen Eigenschaften wie Schmelzpunkt und Visko-
sita¨t als Immersionsmedium bei tiefen Temperaturen zu verwenden. Zudem verlieren die
meisten Objektive durch den entstehenden thermischen Stress bei tiefen Temperaturen
ihre guten optischen Eigenschaften, wodurch Abbildungsfehler wie chromatische oder
spha¨rische Abberationen entstehen. Die dadurch schlecht korrigierten Objektive in Kom-
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bination mit
”
beam scanning“ oder Weitfeldanregung der Probe ko¨nnen keine Auflo¨sung
vergleichbar mit der bei Raumtemperatur erzielen. Im schlimmsten Fall ko¨nnen Objektive
bei tiefen Temperaturen sogar zersto¨rt werden [20]. Zusa¨tzlich ist ein generelles Problem
der Aufnahmen bei tiefen Temperaturen die thermische Stabilita¨t, da sich bei den meis-
ten Aufbauten das Objektiv und die Probe nicht in derselben Temperaturumgebung
befinden, teilweise sogar durch eine Scheibe getrennt sind. Es kommt daher sehr leicht zu
thermisch induzierten Sto¨rungen beim Scannen der Probe [20]. Bei der Verwendung von
konfokalem
”
sample scanning“, also dem Verfahren der Probe anstatt des Laserfokus’,
fallen die verschlechterten
”
off axis“ Eigenschaften des Objektivs kaum ins Gewicht [163].
Glu¨cklicherweise haben sich zudem die Immersionsobjektive aus dem Hause Microthek
ebenso wie deren Luftobjektive, welche im Arbeitskreis Brecht schon lange Verwendung
finden, als ebenso tieftemperaturtauglich herausgestellt. Mit Hilfe des patentierten Pro-
bentransfersystems, das den Austausch der Probe in bzw. aus dem Kryosten ermo¨glicht,
konnte die Probe mit 1-Propanol als Immersionsmediun im erstarrten Zustand in den
Kryostat bei 120 K u¨bergeben werden. Durch die Erwa¨rmung des Kryostaten um ca.
40 K und somit u¨ber den Schmelzpunkt von 1-Propanol, konnten Immersionsexperimente
erfolgreich erzielt werden. Als Probe fu¨r diese Experimente wurden die QP eFluor(R)
650NC verwendet, welche aufgrund der minimalen Gro¨ße von 8,7 nm [164] als Punkt-
lichtquelle betrachtet werden ko¨nnen und dadurch die Auflo¨sung des Mikroskops u¨ber
die erhaltene Halbwertsbreite der PSF bestimmt werden kann. Außerdem zeichnen sich
QP durch einen hohen Wirkungsquerschnitt, eine hohe Quantenausbeute und in diesem
Fall durch einen molaren Extinktionskoeffizient von 1, 116 und Emissionsmaximum bei
650 nm ohne Seitenbanden aus [165]. Mit Hilfe von Vergleichsmessungen mit einem
Luftobjektiv bei derselben Temperatur konnte die deutliche Verbesserung der Auflo¨sung
um den Faktor 1,3 gezeigt werden. Neben der Abbildung von QP wurden zusa¨tzlich erste
Messungen mit gelabelten (E. Coli, Trypanosomen, Arapidopsis) Zellen mit 1-Propanol
als Immersionsmedium erfolgreich durchgefu¨hrt.
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6.1 Theoretische Grundlagen - Einzelmoleku¨lexperimente bei
tiefen Temperaturen
Die theoretischen Grundlagen zu den Pha¨nomenen
”
Auflo¨sung und Beugung“ sowie konfo-
kalen Mikroskopie wurden bereits in den Kapiteln 3.4 und 5.1.1 behandelt. Daher werden
in diesem Kapitel ausschließlich die Besonderheiten von Einzelmoleku¨lexperimenten
bei tiefen Temperaturen dargestellt. Das erste Einzelmoleku¨lexperiment wurde von
Moerner et al. im Jahre 1989 bei tiefen Temperaturen mit Pentacen-Moleku¨le in p-
Terphenyl-Kristallen durchgefu¨hrt [99]. Einzelmoleku¨lexperimente haben dabei gegenu¨ber
sogenannten
”
bulk“-Messungen eine Vielzahl an Vorteilen [166, 167]. Ein Hauptvorteil bei
der Messung einzelner Moleku¨le ist, dass nicht u¨ber die Gesamtheit aller Moleku¨le gemit-
telt werden muss [168]. Durch die Spektroskopie eines einzelnen Moleku¨ls gewinnt man
durch die spektrale Verteilung Erkenntnisse u¨ber die Umgebung, deren unterschiedliche
Konfigurationen und Zusta¨nde des Moleku¨ls. Ein weiterer Vorteil ist die bessere Detektion
von zeitabha¨ngigen Prozessen wie dem Blinken, die sich im Ensemble ausmitteln wu¨rden.
Bei dem U¨bergang eines einzelnen Moleku¨ls in seinen Triplett-Zustand, was einen Grund
fu¨r das Blinken darstellt, wird kein Fluoreszenz-Photon emittiert. Dieser Effekt erscheint
dadurch bei einem Einzelmoleku¨lexperiment als Folge von Einzelereignissen digital, d.h.
das Moleku¨l emittiert ein Photon oder nicht und kann so detektiert werden. Ein weiteres
Pha¨nomen, welches bei Einzelmoleku¨lexperimenten beobachtet werden kann, wird als
sogenannte spektrale Diffusion bezeichnet. Dieser Effekt beschreibt die Variation der
Anregungs- bzw. Emissionswellenla¨nge aufgrund dynamischer Prozesse in der Umgebung
der Moleku¨le oder leichten Vera¨nderungen in der Moleku¨lstruktur. Problematisch ist
auch bei Einzelmoleku¨lexperimenten weiterhin, dass viele inter- und intramolekulare
Prozesse schneller ablaufen als die Zeitauflo¨sung des konfokalen Mikroskops bzw. des
Detektors. So ko¨nnen Konformationsa¨nderungen oder geometrische A¨nderungen nicht
detektiert werden. Grund fu¨r dieses zeitabha¨ngige Verhalten ist die permanente Kopplung
(Energieaustausch) zwischen Moleku¨l und Umgebung des Moleku¨ls, meist u¨ber sogenannte
Phononen (Gitterschwingungen). Ein Absenken der Temperatur (bis zu 1,6 K) fu¨hrt zu
weniger Phononen (in der Umgebung des Moleku¨ls) und verhindert bzw. verlangsamt
Konformationsa¨nderungen im Moleku¨l, wodurch das Moleku¨l in einem Zustand praktisch
eingefroren werden kann [20, 169]. Experimente bei tiefen Temperaturen werden aufgrund
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verschiedenster weiterer Vorteile mit unterschiedlichsten Proben wie Moleku¨le, Quan-
tenpunkte oder biologischen Proben auf Einzelmoleku¨lniveau angewendet. So werden
geometrische A¨nderungen (z.B. Konformationsisomere, A¨nderungen durch Bleichprozesse)
von Moleku¨len bei diesen Temperaturen bzw. Bedingungen weitestgehend unterdru¨ckt.
Verantwortlich ist hierfu¨r die Unterdru¨ckung der Rotation und Schwingung des Moleku¨ls
(von flu¨ssigen oder gasfo¨rmigen Proben) bei tiefen Temperaturen. So ist es mo¨glich, einen
0-0-U¨bergang (sogenannte Null-Phononen-Linie), bei dem keine vibronische Schwingung
stattfindet, zu erzielen [166, 167]. Aufgrund der reduzierten Phononen ergibt sich ein
weiterer positiver Effekt: Durch den Wegfall verschiedener nicht-strahlender Zerfallskana¨le
ist die Fluoreszenz bei tiefen Temperaturen begu¨nstigt (vergleiche Kapitel 3.2 und Glei-
chung 5.6). Dadurch ist die Fluoreszenz-Quantenausbeute um ein Vielfaches ho¨her als bei
Raumtemperatur, wo sie aufgrund von Photobleichen und weiterer photochemischen Re-
aktionen auf ca. 106 Photonen limitiert ist [166]. Aufgrund der Helium-Atmospha¨re sind
zudem typische Quenching-Moleku¨le wie Sauerstoff nicht vorhanden, was die Intensita¨t
weiter erho¨ht. So ko¨nnen fluoreszierende Komplexe wie z.B. autofluoreszierende Proteine
durch die deutliche Erho¨hung der Autofluoreszenz (auch Prima¨rfluoreszenz genannt) bei
tiefen Temperaturen in ihrem nativen Zustand mikroskopiert werden. Dadurch eignet
sich die Kombination aus konfokaler Fluoreszenz-Mikroskopie/Spektroskopie und tiefen
Temperaturen hervorragend fu¨r die Erforschung von Photoprozessen von komplexen
biologischen Systemen wie z.B. dem Photosystem [169, 170]. Kryogene Mikroskopie
von Proteinen und Zellen bietet die Mo¨glichkeit, sensitive Proben u¨ber einen langen
Zeitraum mit hoher lateraler und spektraler Auflo¨sung zu untersuchen. Konjugierte Dop-
pelbindungen, wie sie beispielsweise in Ringstrukturen auftreten, zeigen dieses Pha¨nomen
der Autofluoreszenz und ko¨nnen somit detektiert werden. Ein Beispiel fu¨r ein in der
Natur vorkommendes Moleku¨l mit diesen Eigenschaften ist der Blattfarbstoff Chlorophyll.
Außerdem degradieren und bewegen sich gefrorene biologische Proben nicht, was das
Mikroskopieren deutlich vereinfacht.
Normalweise muss hierzu die Probe fixiert werden, was eine strukturelle Vera¨nderung
der Probe mit sich bringt. Kombiniert man allerdings die Tieftemperaturexperimente
mit einem schonenden Frierprozess, wie beispielsweise dem
”
plunge-freezing“ oder
”
high-
pressure-freezing“, werden Proteine oder auch ganze Zellen in nahezu nativem Zustand
eingefroren. Unter diesen Umsta¨nden wird ein Experimentieren mit allen Vorzu¨gen der
Tieftemperaturmikroskopie und -spektroskopie an nahezu nativen biologischen Proben
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ermo¨glicht. Ein weiterer wichtiger Parameter, der die Detektierbarkeit eines Emitters
maßgeblich beeinflusst, ist dessen Wirkungsquerschnitt (absorption cross-section). Dieser
ist bei Tieftemperatur aufgrund der schmaleren Linienbreite der Null-Phononen-Linie
deutlich erho¨ht [166]. So steigt der Wirkungsquerschnitt eines aromatischen Systems von
6 A˚2 auf 106A˚2 [166].
6.2 Experimenteller Aufbau
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Apparaturen fu¨r konfokale Mikrosko-
piemessungen verwendet. Das in diesem Abschnitt verwendete, von Dr. Martin Hussels,
Dr. Alexander Konrad und Prof. Dr. Marc Brecht entwickelte und aufgebaute konfokale
Mikroskop wurde bisher hauptsa¨chlich fu¨r Einzelmoleku¨lspektroskopie von Photosys-
temkomplexen bei tiefen Temperaturen verwendet [112, 170–173]. Dieses Mikroskop
wird nachfolgend in seinem fu¨r diese Experimente modifizierten Zustand beschrieben.
Zusa¨tzlich zu der 665 nm cw Laser-Diode wurde das bestehende Mikroskop um eine
488 nm cw Laser-Diode (OBIS 488-20 LS) erweitert. Damit die volle NA des Objektivs
genu¨tzt werden kann, muss der Laserstrahl das Objektiv vollsta¨ndig ausleuchten. Dazu
musste der Laserstrahldurchmesser der Laser-Diode von ca. 1,5 mm mit Hilfe eines
Keplerschen Fernrohrs (telezentrisches System) aufgeweitet werden. Hierzu wurde der
Laserstrahl nach einer Linse mit Brennweite f1 = 50 mm (Thorlabs LA1131) und einer
zweiten mit f2 = 250 mm (Thorlabs LA1461) um das 5-Fache auf ca. 7,5 mm erweitert.
Um einen linear-polariserten Gauß-Strahl (die sogenannte TEM00-Mode) zu garantie-
ren, wurde zusa¨tzlich eine Punktlochblende (Durchmesser: 100 µm) in das Keplersche
Fernrohr implementiert. Nach einem Bandpassfilter (AHF Analysentechnik, F49-488) zur
Unterdru¨ckung von Laser-Seitenbanden wird der Laserstrahl mit Hilfe eines dichroitischen
Strahlenteilers (AHF Analysentechnik, F48-487), welcher den Laserstrahl in 90 Grad ab-
lenkt, und mehrerer Spiegel (zur Justage) in das Objektiv (Microthek, 60x NA=0,85 und
100x, NA=1,25) gelenkt. Dieses Luftobjektiv befindet sich in einem Heliumbad-Kryostat
mit Heliumreservoir (Janis, SVT-200-5), wodurch Messungen bei tiefen Temperaturen
(1,6 K-160 K) ermo¨glicht werden. Das im Reservoir befindliche Helium kann u¨ber eine
Kapillare in die Probenkammer geleitet werden. Dabei wird der Zufluss u¨ber ein Nadel-
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ventil geregelt. Um Wa¨rmestrahlung von außen zu verhindern, ist der Teil unterhalb des
Heliumreservoirs mit einem mit Stickstoff geku¨hlten Strahlungsschild umgeben. Zwischen
diesen Kammern werden alle Bereiche auf einen Druck von ca. 10−5 mBar evakuiert. Die
Probe kann mit Hilfe eines patentierten Transfersystems [174] bestehend aus mehreren
Piezoaktuatoren in einem Temperaturbereich von 4.2 K bis 300 K ein- oder ausgeschleust
werden. Um ohne Sto¨rungen durch Gasbla¨schen und somit problemlos messen zu ko¨nnen,
wird die Temperatur des Heliums weiter abgesenkt. Hierzu wird durch den Einsatz einer
Drehschieberpumpe (Alcatel, 063-132 169560) in der mit flu¨ssigem Helium gefu¨llten
Probenkammer Heliumgas abgepumpt, um das flu¨ssige Helium u¨ber den energieentzie-
henden Prozess der Verdampfung die Temperatur auf bis zu 1.6 K abzusenken. Eine
detaillierte Beschreibung des Probentransfersystems beinhalten Vero¨ffentlichungen von
Dr. Martin Hussels [163, 175]. Nach der erfolgten U¨bergabe kann die Probe bzw. der
Probenhalter von sogenannten Piezo-Steppern (Attocube, 2x ANPx320fu¨r die x- und
y-, 1x ANPz101eXT fu¨r die z-Achse) positioniert und mit Scannern (Attocube, 2x AN-
Sxy100lr fu¨r x- und z-, ANSz100lr fu¨r y-Achse) abgerastert werden. Dabei wurde mit
Hilfe eines Kupfergitters mit 2000 Linien/Zoll die spannungsabha¨ngige Ausdehnung und
Linearita¨t der Scanner kalibriert. Alternativ kann mit diesem Mikroskop außerhalb des
Kryostaten auch bei Raumtemperatur mit verschiedenen Objektiven (Microthek, 60x,
NA=0,85 oder Microthek, 100x, NA=1,25) gemessen werden. Zum Abrastern der Probe
wird hierfu¨r ein Feedback kontrollierter Scan-Tisch (Physik Instrumente P-517.3CL) mit
einem Scan-Bereich von 100 × 100 × 20 µm verwendet. Das emittierte Licht des Tief-
oder Raumtemperaturpfades wird vom selben Objektiv wieder eingesammelt und kolli-
miert. Anschließend wird der dichroitische Strahlenteiler transmittiert und der Lichtstrahl
u¨ber eine achromatische Linse mit Brennweite f=60 mm (Thorlabs, AC254-060-B-ML)
auf eine Punktlochblende (Durchmesser: 30 µm) fokussiert, um bei optimaler Justa-
ge nur Signale der Fokusebene zu detektieren und Licht außerhalb der Fokusebene zu
elliminieren. Nach der Punktlochblende wird mit einem weiteren Achromat derselben
Brennweite (Thorlabs, AC254-060-B-ML) das detektierte Licht wieder kollimiert und auf
einen Langpassfilter (AHF Analysentechnik, AHF F76-490) gelenkt, welcher das Laser-
licht weitestgehend unterdru¨ckt. Mittels eines computergesteuerten Klappspiegels kann
zwischen zwei Detektionsmo¨glichkeiten gewa¨hlt werden. Zum einen kann zum
”
imagen“
der Probe eine Avalanche-Photodiode (Laser Components, COUNT-100C) verwendet
werden und zum anderen ein Gitterspektrograph (Andor Technology, Shamrock 500i) mit
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CCD-Kamera (Andor Technology, DU920P-BR-DD) zur spektralen Detektion. Dabei wird
das Signal mit jeweils einer weiteren Linse (Thorlabs, AC254-050-B-ML) auf die APD oder
(Thorlabs, AC254-150-B-ML) den Gitterspektrograph fokussiert. Um unterschiedliche
spektrale Auflo¨sungen zu erzielen, ist der Spektrograph mit zwei Reflexionsgittern (200
und 400 Linien pro Millimeter) ausgestattet. Das ganze Mikroskop befindet sich zur
Schwingungsda¨mpfung auf einem aktiv geda¨mpften optischen Tisch (Opta GmbH). Der
genaue Strahlengang der Anregung und Detektion sowie die Detektionsmo¨glichkeiten
und Optiken sind in Abbildung 6.1 dargestellt.
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Abbildung 6.1: Schematischer Aufbau des verwendeten Aufbaus fu¨r Tieftemperatur-
und Raumtemperaturexperimente.
6.3 Probenpra¨paration
Fu¨r die Pra¨paration der QP (eFluor(R) 650NC von ebioscience) wurden diese mit einer
50:50-Mischung aus dreifach destilliertem Wasser und Glycerin auf eine Konzentration von
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1 pmol/l verdu¨nnt, um einzelne QP und keine Ansammlungen (Cluster) zu detektieren.
Die bisher verwendete Probenpra¨paration fu¨r Messungen im Kryostat war eine Sandwich-
Struktur aus Deckglas, Probe und einem weiteren Deckglas [175]. Dazu wird das erste,
mit Aceton gereinigte, Deckglas auf den Probenhalter mittels Vakuumfett angedru¨ckt.
Nachdem die Probe in sehr geringer Konzentration (meist in Konzentrationen von nm
bis pm, je nach Anwendung), u¨blicherweise 1 µl, mittels Eppendorf-Pipette aufgebracht
wurde, folgte ein weiteres Deckglas, da alle verwendeten Objektive Deckglas-korrigiert
sind. Die Probe konnte anschließend in den vorgeku¨hlten Kryostat u¨bergeben und mit
einem Luftobjektiv (NA=0.85) vermessen werden. Zur Probenpra¨paration der QP wurden
ebenfalls 1 µl dieses Gemisches auf ein 4 × 4 mm großes Deckglas pipettiert und mit einem
zweiten Deckglas bedeckt. Um 1-Propanol als Immersionsmedium einzusetzen, bedarf
es demgegenu¨ber einer zusa¨tzlichen Pra¨paration, da das 1-Propanol nicht im Kryostat,
sondern vor dem Einschleusen auf die Probe aufgebracht werden muss. Da 1-Propanol bei
Raumtemperatur flu¨ssig vorliegt und die Probe senkrecht in den Kryostat eingefu¨hrt wird,
konnte das Immersionsmedium nicht flu¨ssig in den Kryostat eingebracht werden. Zudem
ha¨tte diese Pra¨parationsform den Nachteil, dass Luftfeuchtigkeit mit eingeschleust wu¨rde,
welche dann gefriert und so die Detektion maßgeblich beeintra¨chtigt bzw. unmo¨glich
macht. Daher wurde wie in Abbildung 6.2 dargestellt eine Probenpra¨paration entwickelt,
wodurch das 1-Propanol sowie die Probe auf flu¨ssige Stickstofftemperatur abgeku¨hlt
und das Immersionsmedium im festen Zustand u¨bergeben werden kann. Dazu wurde
(siehe Abbildung 6.2a) die Probe auf den Probenhalter fixiert und in einem flu¨ssigen
Stickstoffbad vorgeku¨hlt. Im zweiten und dritten Schritt (Abbildung 6.2b und c) wird
ein Tropfen des Immersionsmediums auf das obere Deckglas getropft und mit dem
Probenhalter auf 77 K (−196 ◦C) abgeku¨hlt. Abschließend folgt der Transfer in den mit
flu¨ssigem Stickstoff vorgeku¨hlten Kryosten (etwa 120 K). Der Kryostat wird dann mittels
Heizwiderstand langsam erwa¨mt und u¨ber einen Cernox-Temperatursensor (CX-1030-SD-
HT 0.3L) nahe der Probe konstant auf 160 K geregelt. Dadurch schmilzt das 1-Propanol
(Schmelzpunkt 147 K) und das Objektiv kann in das flu¨ssige Medium in Richtung Probe
gefahren werden bis der Fokus des Objektivs die Probe erreicht hat (siehe Abbildung
6.2d und 6.3). Fu¨r die Kontrollmessungen mit dem Luftobjektiv bei 160 K wurde die
Probe bis auf den Immersionsschritt exakt gleich pra¨pariert. Fu¨r die Vergleichsmessungen
mit demselben Immersionsobjektiv bei Raumtemperatur wurden 22 × 22 mm große
Deckgla¨ser verwendet, welche mit Chromschwefelsa¨ure, dreifach destilliertem Wasser
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und Methanol gereinigt wurden. Anstatt des 1-Propanols wurde als Immersionsmedium
Immersionso¨l (Zeiss Immersol 518 F) verwendet.
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Abbildung 6.2: Pra¨parationsschritte der Probe mit 1-Propanol als Immersionsmedium
fu¨r Messungen bei 160 K (abgebildet mit Genehmigung von [154] c© The Optical
Society). a) Probe wird auf dem Probenhalter platziert. b) Probe und Probenhalter
werden mit flu¨ssigem Stickstoff auf 77 K heruntergeku¨hlt und ein Tropfen 1-Propanol
aufgetropft. c) Immersionstropfen, Probe und Probehalter werden auf 77 K geku¨hlt.
d) Transfer in den auf ca. 120 K vorgeku¨hlten Kryosten.
6.4 Ergebnisse
Wie in der Einleitung dieses Kapitels bereits beschrieben, wurde die auflo¨sungssteigernde
Technik der Immersion bei tiefen Temperaturen anhand von Vergleichsmessungen mit
einem Luftobjektiv bei derselben Temperatur (160 K) und mit demselben Immersionsob-
jektiv bei Raumtemperatur belegt [154]. Abbildung 6.4 zeigt den Vergleich von konfokalen
Lumineszenzaufnahmen der QP-Probe bei 160 K mit einem Luftobjektiv (Abbildung
6.4 links) mit einer NA von 0,85 und einem Immersionsobjektiv (Abbildung 6.4 rechts)
(NA=1.25 mit Immersionso¨l) aufgenommen mit 1-Propanol als Immersionsmedium und
angeregt mit einer 488 nm Laserdiode. Beide Aufnahmen zeigen symmetrische Spots
ohne Verzerrungen und somit keine Anzeichen von Bewegung im System oder andere z.B.
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Abbildung 6.3: Detaillierte Abbildung des patentierten Transfersystems bzw. Messung
mit Immersion nach [163].
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Abbildung 6.4: Links: konfokal aufgenommene Lumineszenz eines QP bei 160 K mit
einem Luftobjektiv mit NA von 0,85. Rechts: QP bei 160 K aufgenommen mit einem
Immersionsobjektiv (NA von 1.25 mit Immersiono¨l) mit 1-Propanol als Immersions-
flu¨ssigkeit (abgebildet mit Genehmigung von [154] c© The Optical Society).
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thermisch induzierte Instabilita¨ten. Dabei fa¨llt sofort die Auflo¨sungssteigerung in Form
der geringeren Spotgro¨ße bzw. Halbwertsbreite auf. Aufgrund jeweils unterschiedlicher
Proben und der durch den Objektivwechsel erforderlichen Neujustierung ist die Intensita¨t
der QPs nicht repra¨sentativ. Außerdem befinden sich nicht immer alle QP in dem durch
den Laser angeregten konfokalen Volumen und sind daher nur bedingt detektierbar. Um
die Auflo¨sungssteigerung zu quantifizieren wurden mit beiden Objektiven (Luft- und
Immersionsobjektiv) QP-Proben gescannt und die PSF der einzelnen QP bestimmt.
Zusa¨tzlich zu den Tieftemperaturexperimenten wurden mit dem Immersionsobjektiv
Experimente an der gleichen QP-Probe bei Raumtemperatur, allerdings mit Immersi-
ono¨l als Immersionsmedium, durchgefu¨hrt. Abbildung 6.5 zeigt exemplarisch je einen
QP fu¨r alle drei Konditionen, wobei A1-A3 dem Luftobjektiv bei 160 K, B1-B3 dem
Immersionsobjektiv (mit 1-Propanol als Immersionsmedium) bei 160 K und C1-C3 dem
Immersionsobjektiv mit O¨limmersion bei 300 K entspricht. Abbildung 6.5 A1 zeigt
die ra¨umlich aufgelo¨ste Lumineszenz eines einzelnen QP bei 160 K aufgenommen mit
einem Luftobjektiv. Dabei beschreibt 6.5 A2 den zugeho¨rigen Querschnitt (in A1 mit
weißer Linie angedeutet), welche die Intensita¨t als Funktion der x-Scanner Position in
µm beschreibt (blaue Kurve). Dieser Intensita¨tsverlauf wurde anschließend mit einer
Gaußfunktion (rote Kurve), gefittet um die Halbwertsbreite der lateralen PSF zu be-
stimmen. Aufgrund der Anregung mittels Gaußstrahl (um mehrere Gro¨ßenordnungen
gro¨ßer als der QP) und der minimalen Gro¨ße des QP kann diese Na¨herung des Gaußfits
angewendet werden [176]. Abbildung 6.5 A3 zeigt die Verteilung der Halbwertsbreiten
aller gemessenen QPs bei 160 K mit einem Luftobjektiv mit NA von 0,85. B1 zeigt einen
QP ebenfalls bei 160 K gemessen mit einem Immersionsobjektiv und 1-Propanol als
Immersionsmedium. B2 und B3 beschreiben wieder den zugeho¨rigen Querschnitt zur
Bestimmung der Halbwertsbreite sowie die Verteilung der Halbwertsbreite aller gemes-
sen QP unter diesen Bedingungen. Abbildung 6.5 C1-C3 zeigt einen aufgenommenen
QP, Querschnitt und Verteilung bei Verwendung eines O¨limmersionsobjektivs mit Im-
mersionso¨l bei Raumtemperatur (300 K). Zusammenfassend beschreibt Tabelle 6.1 die
erzielte Halbwertsbreiten bei unterschiedlichen Messbedingungen und die resultierende
Auflo¨sungssteigerung gegenu¨ber dem Luftobjektiv.
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Abbildung 6.5: Drei konfokale Lumineszenz-Bilder von einzelnen QPs, aufgenommen
bei unterschiedlichen Bedingungen. A1 zeigt einen Ausschnitt eines QP, aufgenommen
bei 160 K mit einem Luftobjektiv mit NA von 0,85. A2 zeigt den Querschnitt von
A1 (weiße Linie), gefittet mit einer Gaußfunktion. Die berechnete durchschnittliche
Halbwertsbreite aller QP bei diesen Konditionen ist dabei 0,574 µm. A3 Verteilung
der Halbwertsbreiten von QPs bei 160 K mit einem Luftobjektiv. B1 zeigt ein
Ausschnitt eines QP, aufgenommen bei 160 K mit einem Immersionsobjektiv mit NA
von 1,25 (mit Immersionso¨l) und 1-Propanol als Immersionsflu¨ssigkeit. B2 zeigt den
Querschnitt von B1 (weiße Linie), gefittet mit einer Gaußfunktion. Die berechnete
durchschnittliche Halbwertsbreite aller QP bei diesen Konditionen ist dabei 0,442 µm.
B3 Verteilung der Halbwertsbreiten von QPs bei 160 K 1-Propanol Immersion. C1
zeigt ein Ausschnitt eines QP, aufgenommen bei Raumtemperatur (300 K) mit einem
Immersionsobjektiv mit NA von 1,25 und Immersionso¨l als Immersionsflu¨ssigkeit.
C2 zeigt den Querschnitt von C1 (weiße Linie), gefittet mit einer Gaußfunktion.
Die berechnete durchschnittliche Halbwertsbreite aller QP bei diesen Konditionen
ist dabei 0,415 µm. C3 Verteilung der Halbwertsbreiten von QPs bei 300 K mit
O¨limmersion (abgebildet mit Genehmigung von [154] c© The Optical Society).
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Tabelle 6.1: Vergleich der experimentell bestimmten Daten von QPs, aufgenommen
mit einem Luftobjektiv bei 160 K, einem Immerionsobjektiv mit 1-Propanol als
Immersionsmedium bei 160 K und demselben Objektiv mit Immersionso¨l bei 300 K
(abgebildet mit Genehmigung von [154] c© The Optical Society).
Luftobjektiv Immersionsobjektiv Immersionsobjektiv
Immersionsmedium Luft 1-Propanol Immersionso¨l
Brechungsindex [bei 300 K] 1.0 1.3851[177] 1.518
Temperatur [K] 160 160 300
FWHM [nm] 574 442 415
Auflo¨sungssteigerung – 1.3 1.38
6.5 Diskussion
Wie in Kapitel 6.4 beschrieben, zeigen die mit 1-Propanol bei 160 K aufgenommenen
QP in Bezug auf Qualita¨t, Bereich und Auflo¨sung a¨hnlich gute Ergebnisse wie das
gleiche Objektiv mit Immersionso¨l bei Raumtemperatur. Tabelle 6.1 beschreibt einen
Auflo¨sungssteigerungsfaktor von 1.3 im Vergleich zum Luftobjektiv. Aufgrund des Mi-
kroskopdesigns mit patentiertem Probentransfer, wobei Objektiv und Probenhalter in
derselben Umgebung sind, treten keine Temperaturgradienten auf. Daher ko¨nnen Bilder
bei 160 K mit Immersion ohne Verzerrungen und thermische Instabilita¨ten aufgenommen
werden. Der Grund fu¨r die Auflo¨sungssteigerung ist der erho¨hte Brechungsindex von
1-Propanol gegenu¨ber Luft bzw. Helium beim Luftobjektiv. Fu¨r die Temperatur von
160 K findet man in der Literatur keine Brechungsindexangabe von 1-Propanol. Mit der
Na¨herung des TOC-Wertes von −4×10−4 erhalten wir fu¨r 160 K einen Wert des Brechungs-
indexes von 1,46 [177]. Da die NA linear von diesem Brechungsindex nach Gleichung 3.26
in Kapitel 3.4 abha¨ngig ist und somit auch die Halbwertsbreite, welche nach Gleichung 5.4
in Kapitel 5.1.1 mit steigender NA abnimmt, erho¨ht sich demzufolge die Auflo¨sung. Hell et
al. zeigte, dass eine Fehlanpassung des Brechungsindex zwischen Objektiv und Deckglas
zu einer verbreiterten FWHM der PSF, Verzerrungen und Intensita¨tsverlusten fu¨hrt
[105]. Allerdings verglichen sie Wasser und Glycerol (∆ne = 0, 14199), was eine gro¨ßere
Brechungsindexdifferenz gegenu¨ber Immersionso¨l und 1-Propanol (∆ne = 0, 058) darstellt.
Zudem verschlechtert sich in dieser Studie die laterale Auflo¨sung nur marginal, die axiale
Auflo¨sung allerdings um den Faktor 1.4 bei einer Brechungsindexdifferenz von Wasser
und Glycerol. Aufgrund der sehr du¨nnen Probe und der geringen Brechungsindexdifferenz
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Tabelle 6.2: Vergleich der experimentell bestimmten Daten von QPs inklusive berech-
neter NA bei unterschiedlichen Bedingungen
Luftobjektiv Immersionsobjektiv Immersionsobjektiv
Immersionsmedium Luft 1-Propanol Immersionso¨l
Brechungsindex [at 300 K] 1.0 1.3851[177] 1.518
Temperatur [K] 160 160 300
FWHM [nm] 574 442 415
Auflo¨sungssteigerung – 1.3 1.38
NA (λ = 488 nm) 0,43 0,56 0,6
erwarten wir bei unserer Methode keinen nachteiligen Effekt in Bezug auf die laterale
Auflo¨sung. Die minimale Fehlanpassung - d.h. der geringe Brechungsindexunterschied
zwischen Glas und 1-Propanol - fu¨hrt dabei nur zu einer geringeren NA und Sammeleffi-
zienz des Objektivs gegenu¨ber der Verwendung mit normalem Immersionso¨l. Der Grund
1-Propanol als Immersionsflu¨ssigkeit fu¨r Messungen bei 160 K zu wa¨hlen, waren dessen
physikalische Eigenschaften wie Schmelzpunkt von 117 K (−126 ◦C1), Viskosita¨t und
optische Klarheit bei großem Brechungsindex. Aufgrund des geringeren Brechungsindex
von Propanol (n160K=1,46 [177]) gegenu¨ber Immersionso¨l mit (n546,1,298K=1,518) und
der Vielzahl an Optiken (Kryofenster, mehr Spiegel als im Raumtemperaturpfad) ist der
Vergro¨ßerungsfaktor 1,3 mit 1-Propanol gegenu¨ber 1,38 zu O¨limmersion, wie theoretisch
zu erwarten war, etwas geringer.
Fu¨r diese Art der Probenpra¨paration ist das Probentransfersystem unverzichtbar, was
gleichzeitig durch das sample scanning anstatt des beam scanning die Auflo¨sung weiter
steigert. Durch dieses Transfersystem ko¨nnen gefrorene (vitrifizierte) Proben jederzeit
in einem Temperaturbereich von 4-300 K ein- und ausgebaut werden. Die Verwendung
eines Immersionsobjektivs mit hoher NA und gleichzeitig geringem Arbeitsabstand in
Kombination mit einem mechanisch stabilen System ohne Temperaturgradienten gestattet
die Aufnahme von hochauflo¨senden Bildern bei tiefen Temperaturen. Das neu entdeckte
Prinzip der Immersion bei tiefen Temperaturen erho¨ht die laterale Auflo¨sung bei tiefen
Temperaturen maßgeblich gegenu¨ber den bisher eingesetzten Luftobjektiven.
Berechnet man allerdings mit Hilfe der Gleichung 5.4 aus den Halbwertsbreiten der
Messungen die NA, erha¨lt man viel zu kleine Werte. Fu¨r alle drei Konditionen wurde die
Tabelle 6.1 um die Werte fu¨r die NA erga¨nzt (siehe Tabelle 6.2). Da alle drei NA-Werte
1GESTIS-Stoffdatenbank, 1-Propanol, CAS-Nummer: 71-23-8
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deutlich zu gering sind, muss ein systematischer Fehler vorliegen. Erfreulich ist, dass
sich die aus den Messdaten berechneten NA-Werte fu¨r 1-Propanol und Immersionso¨l
nur geringfu¨gig unterscheiden. Hauptgrund fu¨r diese NA ist der nicht fu¨r
”
imaging“-
Experimente geeignete Strahlteiler. Da der Aufbau u¨blicherweise nur fu¨r die Spektroskopie
verwendet wird, wurde hier ein ultra-du¨nner Strahlteiler mit einer Dicke von 1,05 mm
(AHF, F48-487), welcher in eine Thorlabs-Halterung (FFM1) eingespannt wird, verwendet.
Diese Strahlteiler weisen eine zu geringe Planheit auf, weswegen sich der Strahl nach der
Reflexion am Strahlteiler divergent verha¨lt und somit in einem vergro¨ßerten Fokus nach
dem Objektiv abgebildet wird. In Kombination mit der Thorlabs-Halterung, welche sich
im Nachhinein als zu kraftvoll erwiesen hat, wird eine zu große Kraft auf den Strahlteiler
ausgeu¨bt, welche diesen zusa¨tzlich verbiegt. Dieser Sachverhalt wurde bei der Firma AHF
mittels eines Wellenfrontsensors (Metrolux Ml4062) nach dem Shack-Hartmann-Prinzip
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass der Strahlteiler ohne Thorlabshalterung
eine Planheit von 0,23 Lambda also ca. λ/4 aufweist. Mit der verwendeten Halterung ver-
schlechtert sich die Planheit der optischen Komponente auf 0,74 Lambda (ca. 3λ/4). Nach
Ru¨cksprache mit dem Hersteller Semrock und AHF sollte ein Imaging-Strahlteiler eine
Planheit von 0,1 Lambda (ca. λ/10) aufweisen. Der Filter-Hersteller Semrock beschreibt
diesen Effekt in einer zum Download erha¨ltlichen Broschu¨re [178]. Mit dem in Abbildung
6.6 realisierten Aufbau wurde der Einfluss der Planheit bzw. des Radius’ der Kru¨mmung
(rc, englisch, radius of curvature) des Strahlteilers bestimmt. Je gro¨ßer der Radius der
Kru¨mmung, desto planer ist der Strahlteiler. Um den Effekt der Planheit darzustellen,
wurde von der Firma Semrock ein Aufbau realisiert, indem ein Laserstrahl mit einem tele-
zentrischen System aufgeweitet und auf einen Strahlteiler mit unterschiedlicher Planheit
in 45◦ gelenkt wird. Nach Reflektion an dem Strahlteiler wurde der Laserstrahl mit einer
Linse mit Brennweite von 300 mm auf eine CCD-Kamera fokussiert. So erzielt ein im
Durchmesser 11 mm großer Laserstrahl bei extremer Planheit (rc=3414 m) einen fokus-
sierten Punkt mit einem Durchmesser von 0,68 µm. Der gleiche Strahldurchmesser erzeugt
bei einem Strahlteiler mit geringem rc (7 m) einen Punkt mit einer Gro¨ße von 343,66 µm.
So beschreibt der Hersteller die Abha¨ngigkeit des abgebildeten Punktdurchmessers dpunkt
als:
dpunkt ≈ f√
2rc
d, (6.1)
wobei f die Brennweite der Linse vor der CCD-Kamera und d den Durchmesser des
Laserstrahls darstellt. Dabei bewirkt die Kru¨mmung einen Abbildungsfehler a¨hnlich dem
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Abbildung 6.6: Versuchsaufbau der Firma Semrock, um den Einfluss der Planheit des
Strahlteilers auf den Fokusdurchmesser zu bestimmen nach [178].
Astigmatismus. Dieser fu¨hrt zu einer ovalen Form des Laserstrahls nach Reflektion am
Strahlteiler, was den fokussierten Laserstrahl deutlich vergro¨ßert, da zwei laterale zur
optischen Achse versetzte Foki entstehen. Durch den falschen Strahlteilertyp erhalten
wir einen nicht beugungsbegrenzten Anregungsspot, wodurch die zu geringe NA erkla¨rt
werden kann. Ein weiterer Grund ko¨nnten die vielen Ku¨hlzyklen der Objektive darstellen,
mit mo¨glichen Auswirkungen auf die optischen Eigenschaften. Außerdem erreichen in der
Regel die wenigsten Objektive ihre in den Spezifikationen angegebene NA.
6.6 Ausblick
Ku¨rzlich publizierte U¨bersichtsartikel [20, 169] von auflo¨sungssteigernden Techniken in
der Kryo-Mikroskopie sowie eine weitere Publikation zur Immersion bei tiefen Tempe-
raturen beschreiben das hohe wissenschaftliche Interesse dieser Technik [179]. Um die
theoretisch mo¨gliche numerische Apertur des Objektivs und somit maximal mo¨gliche
Auflo¨sung der Fluoreszenz-Mikroskopie zu erreichen, mu¨ssen zuvor einige Mikroskop-
modifikationen durchgefu¨hrt werden. Hauptaugenmerk wa¨re die Implementierung eines
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”
imaging“-Strahlteilers mit neuer Halterung. Dazu mu¨sste fu¨r die neuen Ausmaße des
Strahlteilers ein Halter konstruiert werden, welcher in das bestehende Mikroskop ohne
gro¨ßere Umbaumaßnahmen implementierbar wa¨re. Kommerziell erha¨ltliche Halter ko¨nnen
entweder nicht in den bestehenden Aufbau implementiert werden oder sind ebenfalls
fu¨r das
”
imagen“ nicht geeignet, da sie aufgrund der Klemmvorrichtung den Strahlteiler
ebenfalls zu sehr verformen. Eine weitere denkbare Modifikation der Methode ko¨nnte
der Austausch des Immersionsmediums von 1-Propanol zu Isopentan darstellen. Der
Schmelzpunkt von Isopentan befindet sich bei 113 K 2), was eine Untersuchung von vitri-
fizierte Proben ermo¨glichen wu¨rde. Um das Immersionsmedium auf vitrifizierte Proben
anwenden zu ko¨nnen, mu¨ssten einzelne Pra¨parationsschritte u¨berarbeitet werden. Als
erster Test von biologischen Proben mit Immersionsmedium wurden Ultradu¨nnschnitte
(ca. 70 nm) von Escherichia Coli Bakterien pra¨pariert von Dr. York Stierhof vom ZMBP
der Universita¨t Tu¨bingen untersucht. Um die Zellen mittels Fluoreszenz-Mikroskopie
detektieren zu ko¨nnen, wurden die Proben mit Alexa 488 gelabelt. Der Immersions-
schritt entspricht der Probenpra¨paration der QP-Probe, welche in Kapitel 6.3 beschrieben
wurde. Fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen von E. coli-Bakterien, welche als Ul-
tradu¨nnschnitte pra¨pariert wurden, konnten aufgenommen werden. Die Gro¨ße und Form
der Zellen stimmt mit den Literaturangaben u¨berein. Mit diesen Aufnahmen und der
einfachen Wiedererkennung von Zellgruppen konnte zudem die Mo¨glichkeit getestet
werden, gro¨ßere Bereiche wie die der Scanner (bei 160 K mit 36 × 36 µm) aufzulo¨sen.
Durch das Verfahren der Stepper und die U¨berlagerung von u¨berlappenden Stellen kann
so ein maximal 15 × 15 mm großer Bereich aufgenommen werden (siehe Abbildung 6.7).
Verknu¨pfen der Bilder mittels Software ermo¨glicht die Betrachtung von gro¨ßeren Aus-
schnitten der Probe als die pro Scan abgefahrenen 36 x 36 µm. Durch den Probentransfer
dieses Aufbaus ko¨nnte die gewonnene Auflo¨sungssteigerung der Fluoreszenz-Mikroskopie
zuku¨nftig mit der Elektronenmikroskopie erweitert werden (CryoCLEM).
2GESTIS-Stoffdatenbank, Isopentan, CAS-Nummer: 78-78-4
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5 µm
Abbildung 6.7: Mittels konfokaler Fluoreszenz-Mikroskopie aufgenommene Bilder eines
Escherichia coli (Kolibakterium) Du¨nnschnitts gelabelt mit Alexa488-Farbstoffen.
Dabei kann der maximale Bereich der Scanner von 36 µm durch das Verfahren der
Stepper (max. Strecke von ca. 15 mm) erweitert und so gro¨ßere Bereiche aufgenommen
werden.
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In der vorliegenden Arbeit wurde auf dem Gebiet modernster Fluoreszenz-Mikroskopie
und -Spektroskopie sowie optischer Sensorik geforscht. Dabei wurden verschiedene Wech-
selwirkungen zwischen Licht und Materie betrachtet (siehe Kapitel 3). So wurden die
Pha¨nomene der Lichtstreuung, die Absorption bzw. Fluoreszenz, die Wechselwirkung von
Quantenemittern in einem Fabry-Pe´rot-Resonator und die Beugung bzw. die dadurch
resultierende Auflo¨sung behandelt.
Ein Ziel dieser Promotion war die Entwicklung eines kostengu¨nstigen Nephelo-
meters (siehe Kapitel 4). Herzstu¨ck dieses Sensors ist der Schrittmotor, wodurch die
Probe automatisch an 50 Positionen gemessen wird. Dadurch sind die Messergebnisse
des Sensorsystems deutlich reproduzierbarer, vor allem im niedrigen Tru¨bungsbereich bei
geringer Signalintensita¨t. Durch gezielte Wahl der Optik- und Elektronikkomponenten
ist der entwickelte Sensor eine kostengu¨nstige, pra¨zise und reproduzierbare Alternative
gegenu¨ber kommerziellen Gera¨ten. Dieses Sensorsystem ko¨nnte in seiner momentanen
Entwicklungsstufe z.B. zur Qualita¨tskontrolle von Trinkwasser eingesetzt werden.
Weitere Ziele dieser Promotion waren die bewusste Vera¨nderung bzw. Manipula-
tion der optischen Eigenschaften von Quantenemittern in Mikroresonatoren
(siehe Kapitel 5). Diese Experimente wurden mit einem im Rahmen dieser Dissertation
vo¨llig neu konzipierten und neu aufgebauten Mikroskop durchgefu¨hrt. Ein Experiment
untersuchte anhand des Farbstoff-Moleku¨ls Atto488 den Zusammenhang zwischen den
modifizierten Fluoreszenz-Spektren und Zerfallskurven im Resonator. Dabei konnten die
Anteile der einzelnen strahlenden U¨berga¨nge des Farbstoffs mit Hilfe des Resonators
gezielt vera¨ndert werden. Es konnte zudem der Fo¨rster-Resonanz-Energietransfer als
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Funktion des Spiegelabstandes (des Resonators) bestimmt werden. Somit ließen sich expe-
rimentell - zeitaufgelo¨st und spektral - der Zusammenhang zwischen Fluoreszenz-Spektren
und Zerfallskurven sowie die Energietransferdynamik von FRET-Prozessen darstellen.
Außerdem konnte mit diesem Neuaufbau mittels konfokaler Fluoreszenz-Mikroskopie
nachgewiesen werden, dass anisotrope SiO2-Partikel teilweise hohl und teilweise mit SiO2
gefu¨llt sind.
Der wissenschaftliche Beitrag von Kapitel 6 ist die Weiterentwicklung eines bestehenden
konfokalen Tieftemperaturmikroskops und die Messung von Proben bei 160 K mit
Immersionsmedium. Mit Hilfe von 1-Propanol als Immersionsmedium konnte erstmalig
ein Experiment mit einem Immersionsobjektiv bei tiefen Temperaturen durchgefu¨hrt
werden. Die dadurch erzielte Auflo¨sungssteigerung ko¨nnte zuku¨nftig beispielsweise an
biologischen Proben Anwendung finden. Mit geringfu¨gigen Modifikationen und dem
Austausch des Immersionsmediums zu Isopentan ko¨nnten auch vitrifizierte und somit
native Proben untersucht werden.
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9 Abku¨rzungen
AE Airy-Einheit
APD avalanche photo diode
CCD Charge-coupled Device
CLEM correlative light and electron microscopy (Korrelative Licht
und Elektronenmikroskopie)
CW continuous wave
E. Coli Escherichia coli
EPA Environmental Protection Agency
FLIM fluorescence lifetime imaging microscopy
FNU Formazine Nephelometric Unit
FRET Fluorescence resonance energy transfer (Fo¨rster-Resonanz-
Energietransfer)
FTU Formazine Turbidity Unit
FWHM Full width at half maximum (Halbwertsbreite)
GRIN-Linse Gradienten-Index-Linse
IRF instrument repsonse function (Instrumentenfunktion)
LDOS local density of optical states (lokale optische Modendichte)
LED light-emitting diode (Licht emittierende Diode)
NA Numerische Apertur
NTU Nephelometric Turbidity Unit
OD optische Dichte
OLED Organic light-emitting diode (organische Licht emittierende
Diode)
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9 Abku¨rzungen
POM Polyoxymethylen
PSF Punktspreizfunktion
PVA Polyvinylalkohol
Q-Faktor Gu¨tefaktor
QP Quantenpunkt
REM Rasterelektronenmikroskopie
SiO2 Siliziumdioxid
STED Stimulated emission depletion microscopy
STORM Stochastic optical reconstruction microscopy
TCSPC time correlated single photon counting (Einzelphoto-
nenza¨hlung)
TEM Transmissionselektronenmikroskopie
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